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La contaminación de alimentos con 
hongos filamentosos productores de toxinas 
tiene efectos negativos sobre la salud animal 
y humana, además de causar pérdidas mi-
llonarias en la industria agroalimentaria. En-
tre los mohos toxigénicos más frecuente-
mente encontrados en los alimentos predo-
minan las especies pertenecientes a los gé-
neros Fusarium, Penicillium, Aspergillus y 
Alternaria. En el género Alternaria se inclu-
yen numerosas especies patógenas y sapro-
fitas ampliamente distribuidas en el suelo y 
la materia orgánica en descomposición. Co-
mo saprofito, Alternaria spp. persiste en for-
ma de micelio durante los inviernos y, cuan-
do las condiciones de humedad y temperatu-
ra son adecuadas, produce conidios que se 
diseminan con la ayuda del viento, agua, 
insectos, etc. Los conidios de Alternaria spp. 
que colonizan las plantas, germinan e infec-
tan las hojas, tallos o frutos, donde provocan 
lesiones de diversa consideración según la 
intensidad de la infección, además de oca-
sionar alteraciones postcosecha en diversos 
cultivos vegetales. La alteración de frutas, 
hortalizas y otros cultivos por especies de 
Alternaria constituye un problema para el 
sector, porque el deterioro organoléptico 
ocasiona importantes pérdidas económicas. 
Pero además, implica una amenaza para la 
salud de los consumidores, debido a que 
diversas especies de este género producen 
micotoxinas, que permanecen activas en los 
alimentos procesados. Para evitar la presen-
cia de micotoxinas de Alternaria spp. en los 
alimentos deben utilizarse medidas preventi-
vas que minimicen la contaminación por es-
pecies toxigénicas o eviten su desarrollo. 
Además, la aplicación y evaluación de estas 
medidas de control y prevención, requiere 
disponer de métodos rápidos para la detec-
ción precoz de Alternaria spp. que puedan 
aplicarse al control rutinario de materias pri-
mas y productos transformados en la indus-
tria alimentaria. 
La enumeración e identificación de 
mohos en los alimentos se realiza habitual-
mente mediante la siembra de la muestra en 
placas de agar con medios de cultivo selecti-
vos, seguida del aislamiento y análisis por-
menorizado de sus características morfológi-
cas y fisiológicas conforme a claves de iden-
tificación específicas (Ellis y Ellis, 1997; 
Samson y col., 2004). Sin embargo, este 
procedimiento es laborioso y lento, lo que 
dificulta su uso como técnica rutinaria de 
análisis. En la actualidad, las técnicas gené-
ticas basadas en la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR) constituyen una de las 
alternativas más empleadas para llevar a 
cabo la detección e identificación de mohos 
toxigénicos presentes en los alimentos debi-
do a su sensibilidad, rapidez y especificidad 
(Niessen, 2007). 
Teniendo en cuenta estos aspectos, 
en esta tesis doctoral se han utilizado distin-
tas técnicas genéticas de PCR (PCR con 
cebadores específicos, PCR en tiempo real y 
PCR con transcriptasa inversa (RT-PCR) en 
tiempo real) para la detección e identificación 
de Alternaria spp. Asimismo, se ha desarro-
llado de una técnica de cromatografía líquida 
de alta resolución (HPLC) para la detección 
de altenueno (ALT), alternariol (AOH) y al-
ternariol monometil éter (AME) en productos 
hortofrutícolas frescos y procesados, con el 
fin de comprobar si las técnicas de PCR 
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desarrolladas se podrían utilizar como mar-
cador indirecto de la presencia de micotoxi-
nas producidas por Alternaria spp. en estos 
productos. 
1. Desarrollo de técnicas de PCR con ce-
badores específicos de género para la 
detección de Alternaria spp. en alimentos 
La identificación de géneros fúngicos 
mediante técnicas genéticas exige una cui-
dadosa selección de los marcadores a utili-
zar. Para el desarrollo de técnicas de PCR 
con cebadores específicos se eligieron como 
marcadores genéticos el espaciador interno 
de la transcripción (ITS) del ADN ribosómico 
y el gen nuclear Alt a 1, que codifica el prin-
cipal alérgeno de A. alternata (Alt a 1) y de 
otras especies de este género. En el caso 
del marcador ITS, el estudio informático de 
las secuencias disponibles en las bases de 
datos para diferentes especies de Alternaria 
permitió el diseño de los cebadores 
Dir1ITSAlt/Inv1ITSAlt. Con relación al ensa-
yo basado en gen nuclear Alt a 1, se diseña-
ron los cebadores Dir3Alta1/Inv4Alta1. Estas 
parejas de cebadores amplificaron fragmen-
tos de aproximadamente 370 y 350 pares de 
bases (pb) en el ITS y el gen Alt a 1, respec-
tivamente, a partir del ADN de todas las es-
pecies de Alternaria analizadas, no originan-
do bandas de amplificación a partir del ADN 
de otras especies fúngicas, levaduras, bacte-
rias, animales y plantas. La utilización de 
marcadores genéticos de una sola copia, 
como es el gen Alt a 1, puede representar un 
inconveniente para el análisis de muestras 
tratadas térmicamente, debido a la posible 
degradación del ADN de Alternaria spp. du-
rante el procesado. Por este motivo, para 
aumentar la eficiencia de la técnica desarro-
llada se diseñó un nuevo cebador, 
Dir5cAlta1, que combinado con el Inv4Alta1, 
delimita un fragmento de 195 pb en el ADN 
de las especies de Alternaria. La información 
contenida en las secuencias nucleotídicas 
amplificadas con las parejas de cebadores 
Dir1ITSAlt/Inv1ITSAlt y Dir3Alta1/Inv4Alta1, 
facilitó la elaboración de árboles filogenéti-
cos que permitieron diferenciar cuatro gru-
pos de especies de Alternaria: A. alternata, 
A. porri, A. infectoria y A. radicina. 
En las técnicas de PCR, la presencia 
de sustancias inhibidoras en las muestras a 
analizar puede disminuir o incluso impedir 
por completo la amplificación del ADN. Para 
evitar una incorrecta interpretación de aque-
llos resultados de ausencia de amplificación 
que puedan deberse a fenómenos de inhibi-
ción, se utilizó un control positivo de amplifi-
cación mediante la técnica de PCR múltiple, 
incorporando junto con las parejas de ceba-
dores específicos del género Alternaria los 
cebadores conservados 18SFwEu/18SRvEu, 
diseñados por Martín y col. (2009) a partir de 
secuencias del gen nuclear 18S ARNr. Estos 
cebadores amplificaron un fragmento 99 pb 
en todos los organismos eucariotas analiza-
dos. 
El límite de detección de las técnicas 
de PCR con cebadores específicos 
(Dir1ITSAlt e Inv1ITSAlt y Dir5cAlta1 e 
Inv4Alta1) se determinó mediante la amplifi-
cación del ADN obtenido a partir de dilucio-
nes decimales de cultivos viables de A. al-
ternata, A. radicina, A. porri y A. infectoria y 
los mismos cultivos sometidos a tratamientos 
térmicos de 60 ºC durante 30 min y 90 ºC 
RESUMEN   5  
 
durante 5 min. La influencia de una matriz 
vegetal en la sensibilidad de la técnica de 
PCR para detectar Alternaria spp. se com-
probó mediante el análisis de muestras de 
pulpa de tomate inoculadas con diluciones 
de cada uno de los cultivos viables e inacti-
vados por calor. El límite de detección fue de 
102 UFC/mL, tanto en los cultivos de Alterna-
ria spp., como en pulpa de tomate, y no se 
vio afectado por los tratamientos térmicos 
empleados. 
La aplicabilidad de las técnicas de 
PCR desarrolladas se determinó mediante el 
análisis de 48 muestras comerciales de to-
mate fresco y procesado y 11 muestras de 
papillas de cereales. Los cebadores especí-
ficos diseñados produjeron la amplificación 
de ADN de Alternaria spp. en 10 de las 59 
muestras analizadas (17 %), correspondien-
tes a 4 papillas de cereales, 3 tomates alte-
rados, 2 tomates desecados y una salsa de 
tomate. Sin embargo, en todas las muestras 
analizadas se obtuvo amplificación con la 
pareja de cebadores empleada como control 
positivo, lo que demuestra que los resultados 
negativos con los cebadores específicos no 
se deben a la presencia de inhibidores o a la 
degradación del ADN, sino a la ausencia de 
ADN de Alternaria spp. La presencia de mo-
hos y levaduras viables en las muestras se 
determinó mediante la siembra en Sabou-
raud-Cloranfenicol (Sabouraud-CAF), obte-
niéndose recuentos de 103 UFC/g en todas 
las muestras de tomate alterado analizadas 
y recuentos de 102 UFC/g a partir de las 
muestras de tomate desecado positivas por 
PCR. El resto de muestras de tomate fresco 
y procesado, así como las muestras de papi-
llas de cereales, produjeron resultados nega-
tivos en el recuento de mohos en Sabou-
raud-CAF. El análisis filogenético de las se-
cuencias nucleotídicas obtenidas del ADN de 
las muestras positivas permitió agrupar las 
secuencias obtenidas a partir de las seis 
muestras de tomate fresco y procesado con 
las de especies pertenecientes al grupo de 
A. alternata, mientras que las secuencias 
obtenidas a partir de las muestras positivas 
de papillas de cereales se agruparon junto 
con las de las especies pertenecientes al 
grupo de A. infectoria. 
2. Desarrollo de una técnica de PCR para 
la diferenciación de grupos de especies 
del género Alternaria 
La clasificación de las especies de 
Alternaria es compleja, y puede atender a 
diversos criterios fenotípicos y genotípicos. 
Sin embargo, diferentes estudios filogenéti-
cos (Chou y Wu, 2002; Hong y col., 2005) 
agrupan las especies de Alternaria en cuatro 
grupos principales: A. alternata, A. porri, A. 
infectoria y A. radicina. Disponer de técnicas 
genéticas rápidas capaces de diferenciar los 
grupos de especies de Alternaria es impor-
tante para la detección precoz de especies 
fitopatógenas en cultivos sensibles y el esta-
blecimiento de medidas preventivas y correc-
toras, con el fin de reducir las pérdidas eco-
nómicas en el sector primario. Asimismo, la 
detección de especies de Alternaria produc-
toras de micotoxinas en materias primas 
vegetales y productos transformados reviste 
especial interés desde el punto de vista de la 
protección de la salud de los consumidores. 
En esta tesis doctoral se ha desarrollado una 
técnica de PCR múltiple con cebadores es-
pecíficos para detectar y diferenciar las es-
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pecies de Alternaria pertenecientes a los 
principales grupos del género. 
El marcador genético empleado para 
llevar a cabo el diseño de cebadores especí-
ficos de grupo fue el gen Alt a 1. La alinea-
ción y análisis informático de las secuencias 
del gen Alt a 1 disponibles en las bases de 
datos, permitió el diseño de parejas de ce-
badores para la amplificación de fragmentos 
de ADN específicos de las especies del gru-
po de A. alternata (118 pb), de A. porri (118 
pb), de A. radicina (131 pb) y de A. infectoria 
(118 pb). Asimismo, con el fin de realizar 
simultáneamente la detección de Alternaria 
spp. y la identificación del grupo a que per-
tenece la especie detectada, se utilizó el 
cebador Dir3Alta1 en una técnica de PCR 
múltiple, junto a los cebadores específicos 
de los distintos grupos de especies de Alter-
naria. La especificidad de las parejas de 
cebadores se confirmó mediante el análisis 
del ADN extraído a partir de 11 especies de 
este género, así como de diversas especies 
fúngicas pertenecientes a otros géneros, 
levaduras, bacterias, animales y plantas. 
Todas las parejas de cebadores diseñadas 
demostraron ser específicas frente al grupo 
de especies correspondiente, no originando 
bandas de amplificación a partir del ADN de 
especies de Alternaria pertenecientes a otros 
grupos. La utilización de los cebadores in-
versos específicos de los distintos grupos de 
especies de Alternaria, junto con el cebador 
Dir3Alta1, produjo la amplificación de un 
fragmento de 97 pb a partir del ADN de to-
das las especies de Alternaria analizadas y 
no interfirió en la amplificación del fragmento 
específico de grupo. Además, las parejas de 
cebadores utilizadas no produjeron bandas 
de amplificación a partir del ADN de orga-
nismos diferentes al género Alternaria. 
El límite de detección de la técnica 
de PCR múltiple desarrollada se determinó 
mediante la amplificación del ADN obtenido 
a partir de diluciones decimales de cultivos 
de A. alternata, A. radicina, A. porri y A. in-
fectoria viables e inactivados por calor y 
muestras de pulpa de tomate inoculadas con 
las diluciones de cada uno de los cultivos. El 
límite de detección conseguido en todos los 
cultivos analizados con cada una de las pa-
rejas de cebadores fue de 102 UFC/mL, tanto 
en los cultivos viables como en los inactiva-
dos por calor a 60 ºC/30 min o 90 ºC/5 min. 
Únicamente en el caso de muestras de pulpa 
de tomate inoculadas con cultivos de A. al-
ternata y A. porri inactivados a 90 ºC durante 
5 min el límite de detección fue de 
103 UFC/mL. 
Una vez puesta a punto la metodolo-
gía de PCR múltiple para la detección de 
Alternaria spp. y la identificación de los dis-
tintos grupos de especies, se analizaron las 
10 muestras de productos comerciales en 
las que se detectó la presencia de ADN de 
Alternaria spp. con las parejas de cebadores 
específicas de género descritas en el apar-
tado anterior. El análisis de dichas muestras 
con los cebadores de cada grupo de espe-
cies, junto con el específico de género, puso 
de manifiesto la presencia de ADN del grupo 
de A. infectoria en las cuatro muestras posi-
tivas de papillas de cereales. En las tres 
muestras de tomate alterado y en los tres 
productos comerciales de tomate solamente 
se obtuvo amplificación con los cebadores 
específicos del grupo de A. alternata. Estos 
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resultados coinciden con los obtenidos me-
diante el análisis filogenético de las secuen-
cias de los productos de PCR del ITS y el 
gen Alt a 1. 
3. Relación entre la detección de ADN de 
Alternaria spp. mediante una técnica de 
PCR y la presencia de micotoxinas pro-
ducidas por este género en tomate y deri-
vados 
Las técnicas de PCR desarrolladas 
en este trabajo son rápidas y específicas 
para la detección de ADN de Alternaria spp. 
en muestras comerciales. Sin embargo, la 
obtención de resultados positivos mediante 
técnicas de PCR no implica necesariamente 
la presencia de micotoxinas en las muestras 
analizadas.  
En esta tesis doctoral se ha puesto a 
punto una técnica de HPLC para la detec-
ción de ALT, AOH y AME, con el fin de com-
probar si las técnicas de PCR desarrolladas 
se podrían utilizar como marcador indirecto 
de la presencia de micotoxinas producidas 
por Alternaria spp. y, por tanto, como indica-
dor de bioseguridad, en productos hortofrutí-
colas frescos y transformados. 
La técnica de HPLC con detector de 
array de diodos (DAD) permitió detectar las 
micotoxinas de Alternaria spp. analizadas en 
menos de 16 minutos, obteniéndose tiempos 
de retención de 10,8 min para el ALT, 12,8 
min para el AOH y 15,6 min para el AME. El 
límite de detección para cada una de las 
micotoxinas se determinó a partir de las rec-
tas de calibrado elaboradas con concentra-
ciones de 0,5, 1, 2, 5 y 10 µg/mL para cada 
una de las micotoxinas. Los límites de de-
tección fueron de 1,7 µg/L para ALT, 19,7 
µg/L para AOH y 0,37 µg/L para AME, co-
rrespondientes a 0,34, 3,94 y 0,074 µg/kg de 
producto. 
Una vez puesta a punto la metodolo-
gía, se analizaron por HPLC 90 muestras 
comerciales de tomates frescos y procesa-
dos. Todos los productos comerciales se 
analizaron también mediante la técnica de 
PCR con los cebadores específicos de Alter-
naria spp. diseñados en el ITS. El análisis 
por PCR convencional puso de manifiesto la 
presencia de ADN de Alternaria spp. en 41 
de las 90 muestras analizadas (45,6 %), 
mientras que la detección por HPLC de al 
menos una de las micotoxinas analizadas se 
observó en 31 de las 90 muestras (34,4 %). 
Los recuentos fúngicos obtenidos mediante 
la siembra de diluciones de las muestras en 
placas de Sabouraud-CAF fueron de 10 - 
103 UFC/g en las muestras de tomate altera-
do y tomate desecado, mientras que no se 
observó crecimiento fúngico en las muestras 
de tomate sano y el resto de productos pro-
cesados. Conviene señalar que en todas las 
muestras de productos comerciales de las 
que no se obtuvo amplificación con la pareja 
de cebadores específicos de Alternaria spp., 
sí se amplificó correctamente el ADN con los 
cebadores 18SFwEu/18SRvEu, empleados 
como control positivo de amplificación. 
El análisis de los resultados obteni-
dos permitió concluir que existe una correla-
ción significativa entre la detección de ADN 
de Alternaria spp. y la presencia de ALT, 
AOH o AME en las muestras de tomate fres-
co y procesado, puesto que 31 de las 41 
muestras positivas por PCR (75,6 %) conte-
nían al menos una de las micotoxinas produ-
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cidas por Alternaria. La ausencia de ALT, 
AOH o AME en algunas muestras positivas 
por PCR, podría indicar la presencia en las 
mismas de especies de Alternaria no produc-
toras de esas micotoxinas, como son las 
pertenecientes al grupo de A. infectoria (An-
dersen y col., 2009). Además, algunas espe-
cies pertenecientes al grupo de A. alternata, 
como A. longipes, no siempre producen es-
tas micotoxinas, ya que la síntesis está de-
terminada por las condiciones ambientales 
en que se desarrolla el moho (Andersen y 
col., 2001). Esta hipótesis se comprobó me-
diante secuenciación, puesto que la informa-
ción contenida en las secuencias nucleotídi-
cas amplificadas con los cebadores 
Dir1ITSAlt e Inv1ITSAlt determinó la presen-
cia de ADN de A. infectoria en seis de las 
muestras positivas por PCR y negativas por 
HPLC. En las cuatro muestras restantes se 
identificó ADN de especies pertenecientes al 
grupo de A. alternata, aunque no se pudo 
determinar la especie concreta. 
4. Desarrollo de técnicas de PCR y RT-
PCR en tiempo real para la detección y 
cuantificación de Alternaria spp. en pro-
ductos hortofrutícolas frescos y procesa-
dos 
En los últimos años, los ensayos de 
PCR han evolucionado hacia procedimientos 
más rápidos y automatizados entre los que 
destaca la técnica de PCR en tiempo real. 
Esta técnica se basa en el empleo de com-
puestos fluorescentes y proporciona un re-
sultado numérico en tiempo real que permite 
la cuantificación de la especie de interés y el 
tratamiento estadístico de los datos obteni-
dos.  
En esta tesis doctoral se ha desarro-
llado una técnica de PCR en tiempo real 
utilizando una sonda TaqMan® para la de-
tección y cuantificación de Alternaria spp. en 
productos hortofrutícolas frescos y procesa-
dos. Para cumplir este objetivo, se utilizaron 
los cebadores diseñados en el ITS. Como 
control positivo de amplificación se empleó la 
pareja de cebadores conservados descrita 
anteriormente, y la sonda TaqMan® 18STM 
(Martín y col., 2009). El sistema específico 
permitió la amplificación del ADN de todas 
las especies de Alternaria analizadas. El 
análisis de ADN procedente de diversos or-
ganismos diferentes al género Alternaria, 
confirmó la especificad del sistema en tiem-
po real desarrollado. 
El empleo de la sonda TaqMan® en la 
técnica de PCR en tiempo real desarrollada 
aportó ventajas frente a la técnica de PCR 
convencional ya que mejoró la sensibilidad 
alcanzada. En este caso, el límite de detec-
ción del ensayo fue de 1 UFC/mL, tanto en 
cultivo como en pulpa de tomate, y no se vio 
afectado por el tratamiento térmico de 
90 ºC/5 min. 
Finalmente, la técnica de PCR en 
tiempo real con sonda TaqMan® se empleó 
para el análisis de diversos productos horto-
frutícolas frescos y procesados. Los resulta-
dos obtenidos demostraron la presencia de 
ADN de Alternaria spp. en 112 de las 190 
muestras analizadas (58,9 %). Sin embargo, 
el ADN procedente de las muestras negati-
vas para Alternaria spp. sí se amplificó con 
los cebadores y sonda empleados como 
control positivo de amplificación. Además, se 
observó una correlación significativa entre 
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los recuentos de Alternaria spp. estimados 
por PCR en tiempo real y los recuentos ob-
tenidos en agar patata zanahoria (PCA) 
(R2 = 0,9006) en productos hortofrutícolas 
frescos. 
Disponer de métodos para la detec-
ción precoz de Alternaria spp. viables en las 
materias primas vegetales durante las prime-
ras fases de colonización y desarrollo permi-
tiría a las industrias de transformación re-
chazar lotes de materias primas inadecua-
das y aplicar medidas preventivas para evitar 
la formación de micotoxinas. En esta tesis 
doctoral se ha desarrollado una técnica de 
RT-PCR en tiempo real, basada en la ampli-
ficación del ARN ribosómico, para la detec-
ción y cuantificación de Alternaria spp. via-
bles en alimentos. 
La técnica de RT-PCR en tiempo real 
se realizó en dos etapas, utilizando en la 
primera cebadores de hexámeros aleatorios 
y la transcriptasa inversa para la obtención 
de ADNc a partir del ARN molde. En la se-
gunda etapa, se empleó el sistema de ceba-
dores y sonda descritos anteriormente para 
la cuantificación del ADNc de Alternaria spp. 
mediante PCR en tiempo real. El sistema 
específico permitió la amplificación del ARN 
de todas las especies de Alternaria analiza-
das, no originando señal de amplificación a 
partir del ARN de organismos diferentes al 
género Alternaria. 
El límite de detección del ensayo fue 
de 1 UFC/mL, tanto en los cultivos de A. 
alternata, A. radicina, A. porri y A. infectoria 
viables como en pulpa de tomate inoculada 
con dichos cultivos. Sin embargo, en el caso 
de los cultivos tratados térmicamente a 
90 ºC/5 min, el límite de detección varió en 
función del tiempo de espera anterior a la 
extracción del ARN, no obteniéndose ampli-
ficación cuando la extracción se realizó 
transcurridas 48 h. 
Para comprobar la influencia del tra-
tamiento térmico empleado en la inactivación 
de Alternaria spp., un cultivo de A. alternata 
viable y el mismo cultivo inactivado a 90 ºC/5 
min se tiñeron con yoduro de propidio y se 
analizaron por citometría de flujo. Los resul-
tados demostraron que un 1,95 % de las 
células presentaban actividad metabólica 
inmediatamente después del tratamiento, por 
lo que contenían moléculas de ARN estables 
que podrían ser amplificadas por la técnica 
de RT-PCR en tiempo real desarrollada. 
Un problema que puede afectar a los 
protocolos de RT-PCR es la posible obten-
ción de falsos positivos debidos a la presen-
cia de ADN residual de la muestra. Para 
comprobar la ausencia de ADN, se incluyó 
un control negativo sin transcriptasa inversa 
con cada una de las muestras analizadas, no 
obteniéndose señal de amplificación ni en 
las diluciones de los cultivos de Alternaria 
spp. ni en las muestras de pulpa de tomate 
inoculadas con estos cultivos. 
La aplicabilidad del sistema de RT-
PCR en tiempo real para la detección y 
cuantificación de Alternaria spp. viables se 
determinó mediante el análisis de 110 mues-
tras de productos hortofrutícolas frescos y 
procesados. El análisis con la técnica de RT-
PCR en tiempo real demostró la presencia 
de ARNr de Alternaria spp. en 53 de las 110 
muestras analizadas (48,2 %), no obtenién-
dose amplificación a partir del control negati-
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vo sin transcriptasa inversa incluido para 
cada muestra. Todas las muestras positivas 
por RT-PCR en tiempo real presentaron re-
cuentos de Alternaria spp. en PCA entre 10 y 
6 x 104 UFC/g, mostrando una correlación 
significativa entre ambos métodos para de-
tectar y cuantificar la presencia de Alternaria 
spp. viable en alimentos (R2 = 0,9881). 
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Food contamination with toxigenic 
filamentous fungi represents an important 
hazard for animal and human health, and it 
has also a considerable economic impact in 
the food industry. The toxigenic moulds most 
commonly found in foods belong to the 
genera Fusarium, Penicillium, Aspergillus 
and Alternaria. The genus Alternaria includes 
saprophytic and pathogenic species that are 
widely distributed in soil and organic matter 
in decomposition. Alternaria spp. persists as 
saprophytic mycelium in plant debris during 
winter. Under favourable conditions in the 
spring, the fungi produce spores that are 
carried by wind and splashing rain. The co-
nidia infect the plant by entering through 
small wounds, stomata, or direct penetration. 
Diseases caused by Alternaria species are 
very common and have a worldwide distribu-
tion. Disease symptoms affect the stems, 
leaves and fruits, depending on the Alter-
naria species involved, and the intensity of 
infection. As plant pathogens, they can seri-
ously affect agriculture by reducing crop yield 
in the field and causing considerable eco-
nomic losses to farmers and food processing 
industry. Moreover, certain species are also 
capable of producing mycotoxins and pose a 
health hazard as they can contaminate raw 
or manufactured plant products like juices, 
sauces and preserves, thereby entering the 
human food chain.  
To avoid the presence of Alternaria 
spp. mycotoxins in foodstuffs, preventive 
measures should be applied to minimize 
contamination by toxigenic species or 
prevent their development. Furthermore, 
availability of rapid methods for the early 
detection of Alternaria spp. is necessary in 
order to assess quality and safety control of 
raw materials and processed products in the 
food industry. 
The current routine technique for de-
tection and identification of Alternaria spp. 
often requires culture isolation and further 
morphological and physiological characteri-
zation (Ellis and Ellis, 1997; Samson et al., 
2004). However, this process is tedious and 
time-consuming, which hampers its use for 
routine analysis. Advances in molecular biol-
ogy have allowed the development of new 
fungal identification and detection techniques 
based on DNA analysis. Among genetic 
techniques currently applied to detection and 
identification of toxigenic moulds in food-
stuffs, polymerase chain reaction (PCR) is 
the most common approach due to its high 
sensitivity, specificity, and speed (Niessen, 
2007). 
Taking these considerations into ac-
count, the aim of this work was to develop 
several PCR-based techniques (PCR using 
specific primers, real-time PCR and real-time 
reverse transcriptase PCR (RT-PCR)) for the 
detection and identification of Alternaria spp. 
Moreover, a high performance liquid chroma-
tography (HPLC) method has been devel-
oped for the detection of altenuene (ALT), 
alternariol (AOH) and alternariol monomethyl 
ether (AME) in raw and processed vegeta-
bles in order to assess the ability of the PCR 
assay to identify food samples containing 
Alternaria spp. mycotoxins. 
1. Development of PCR techniques using 
genus-specific primers for the detection 
of Alternaria spp. in raw and processed 
foods 
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In this study, Alternaria spp. detection 
by PCR was based on two genetic markers, 
the internal transcribed spacer (ITS) ribo-
somal RNA and the Alt a 1 nuclear gene, 
encoding the major allergen produced by A. 
alternata and other species of this genus. 
These genetic markers were chosen be-
cause they have an adequate length and an 
appropriate degree of sequence divergence. 
The comparison of ITS rRNA sequences 
available in the databases for several Alter-
naria species allowed the design of the 
primer pair Dir1ITSAlt/Inv1ITSAlt. On the 
other hand, primers Dir3Alta1 and Inv4Alta1 
were designed to amplify a common DNA 
fragment from the Alt a 1 gene of all the Al-
ternaria species. These primer pairs suc-
cessfully amplified DNA fragments of ap-
proximately 370 and 350 base pairs (bp) 
from the ITS and Alt a 1 gene, respectively, 
in all Alternaria species analysed. No cross-
species amplification was obtained from 
other fungal, bacterial, yeast, animal, or plant 
species analysed. The use of single copy 
genetic markers, such as the Alt a 1 gene, 
may represent a drawback for the analysis of 
heat treated samples, where some degree of 
DNA degradation is possible, reducing the 
PCR signal. For this reason, to increase the 
efficiency of the technique developed, an 
additional primer, Dir5cAlta1, was designed, 
that combined with Inv4Alta1 delimit a DNA 
fragment of approximately 195 bp in 
Alternaria spp.  
The information obtained after se-
quencing and phylogenetic analysis of DNA 
variations of the PCR products obtained with 
the primer pairs Dir1ITSAlt/Inv1ITSAlt and 
Dir3Alta1/Inv4Alta1, allowed the differentia-
tion of four Alternaria species groups: A. al-
ternata, A. porri, A. infectoria and A. radicina. 
A common problem of PCR-based 
methods for food analysis is failure of DNA 
amplification due to the presence of inhibitory 
substances in the samples. Inhibition influ-
ences the outcome of PCR reaction by low-
ering or completely preventing the amplifica-
tion. Thus, it is essential to include positive 
amplification controls in order to avoid false-
negative results. For this reason, a positive 
amplification control primer pair, 
18SFwEu/18SRvEu (Martín et al., 2009), 
was included in a duplex PCR format with 
the Alternaria specific primer pairs. These 
primers successfully amplified a conserved 
99 bp fragment on the 18S rRNA gene of all 
the eukaryotic species analysed, avoiding 
any possible false-negative amplification 
throughout the assays due to PCR inhibition. 
Sensitivity assessment of the genus-
specific assays (Dir1ITSAlt/Inv1ITSAlt and 
Dir5cAlta1/Inv4Alta1) was carried out using 
10-fold dilutions of A. alternata, A. radicina, 
A. porri and A. infectoria viable cultures. The 
same cultures were also analysed after heat 
treatments at 90 ºC for 5 min and 60 ºC for 
30 min, to assess the influence of thermal 
treatments on the assay performance. The 
effect of the food matrix on the detection of 
Alternaria spp. was studied by analysis of 
tomato pulp samples artificially contaminated 
with either viable or heat inactivated Alter-
naria spp. cultures. The detection limit was 
102 CFU/mL, in Alternaria spp. viable cul-
tures as well as in experimentally inoculated 
tomato pulp. The detection limit was not 
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modified after heat inactivation of the cul-
tures. 
The applicability of the techniques 
developed for detection and identification of 
DNA from Alternaria spp. in foodstuffs was 
assessed through analysis of 48 commercial 
raw and processed tomato products, and 11 
cereal-based infant food samples. The spe-
cific primer pairs revealed the presence of 
Alternaria spp. DNA in 10 out of 59 samples 
analysed (17 %), corresponding to 4 cereal-
based infant food samples, 3 mouldy toma-
toes, 2 sun-dried tomato samples, and one 
tomato sauce. Successful amplification was 
obtained with the positive amplification con-
trol primers in all samples analysed, confirm-
ing that the samples where Alternaria DNA 
was not detected did not correspond to false-
negative results. Mould counts obtained by 
plating in Sabouraud-Chloramphenicol 
(Sabouraud-CAF) were positive in all mouldy 
tomato fruits analysed, with 103 CFU/g. 
Moreover, mould counts of 102 CFU/g were 
obtained in the two sun-dried tomato sam-
ples that resulted positive in the Alternaria-
specific PCR. The mould counts in the rest of 
raw and processed tomato products, as well 
as in cereal-based infant food samples, were 
negative. Phylogenetic analysis of the se-
quences obtained from positive samples 
clustered the sequences obtained from the 
six tomato samples and tomato products with 
those of species belonging to the A. alternata 
group, whereas sequences obtained from the 
cereal-based infant food samples were 
clustered with those of species belonging to 
the A. infectoria group. 
2. Development of a PCR technique for 
the identification of Alternaria species-
groups 
The classification of Alternaria spe-
cies is very complex. However, phylogenetic 
studies support grouping Alternaria species 
in four main species-groups (Chou y Wu, 
2002; Hong et al., 2005): A. alternata, A. 
porri, A. infectoria and A. radicina. They can 
produce serious problems in agriculture by 
reducing crop yields in the field, and causing 
spoilage during storage. Moreover, several 
species, mainly in the A. alternata species-
group, produce mycotoxins and allergens. 
Because of their different consequences for 
agricultural production and for human health, 
there is a need for a sensitive and rapid test 
that could detect and correctly identify Alter-
naria species-groups along the food chain. In 
this work, a multiplex PCR method was de-
veloped for detection and identification of the 
main Alternaria species-groups in raw and 
processed foodstuffs. 
The Alt a 1 gene was chosen as ge-
netic market to design species-group-specific 
primers. The alignment of Alt a 1 gene se-
quences available in the databases allowed 
the design of primers for the amplification of 
specific DNA fragments in the species-
groups of A. alternata (118 bp), A. porri (118 
bp), A. radicina (131 bp) and A. infectoria 
(118 bp). To simultaneously detect Alternaria 
spp. and identify the species-group, the 
primer Dir3Alta1 was designed and included 
in a seminested PCR with each of the spe-
cies-group specific primer pairs. The specific-
ity of the primer pairs designed was tested by 
PCR analysis of DNA obtained from 11 Al-
14   ABSTRACT 
ternaria species and also from several fun-
gal, bacterial, yeast, animal and plant spe-
cies. Each primer pair amplified exclusively 
the specific DNA fragment, showing no am-
plification of DNA from Alternaria strains be-
longing to other Alternaria groups. The 
primer Dir3Alta1, combined with the species-
group-specific reverse primers, amplified a 
DNA fragment of 97 bp from all Alternaria 
spp. analysed. Moreover, no amplification 
bands were observed when other organisms 
were analysed with the species-group-
specific primers. 
Sensitivity of the seminested PCR 
was tested using Dir3Alta1 combined with 
the four species-group-specific primers pairs, 
and DNA from A. alternata, A. radicina, A. 
porri and A. infectoria viable or heat inacti-
vated cultures, and also DNA from tomato 
pulp inoculated with those cultures. The de-
tection limit was close to 102 CFU/mL for all 
Alternaria species-groups, and it was not 
modified after heat inactivation of the cul-
tures at 60 ºC for 30 min or at 90 ºC for 5 
min. However, the sensitivity was 
103 CFU/mL for tomato pulp inoculated with 
A. alternata and A. porri cultures heat inacti-
vated at 90 ºC for 5 min. 
The applicability of the seminested 
PCR developed for the detection of Alter-
naria spp. and the identification of the spe-
cies-group was assessed through analysis of 
the 10 samples that tested positive with the 
Alternaria spp. specific primers described in 
the previous section. The seminested PCR 
demonstrated that cereal-based infant food 
positive samples were amplified with A. in-
fectoria group-specific primers, showing no 
amplification with the other group-specific 
primers pairs; whereas the three mouldy 
tomatoes and the three positive tomato 
products were exclusively amplified with A. 
alternata group-specific primers. These re-
sults are in agreement with those obtained 
by sequencing and phylogenetic analysis of 
DNA variations of the PCR products obtained 
from Alternaria positive samples. 
3. PCR-based assay for the detection of 
Alternaria species and correlation with 
HPLC determination of altenuene, alter-
nariol and alternariol monomethyl ether 
production in tomato products 
The PCR techniques developed in 
this work are rapid and specific for detection 
of Alternaria spp. DNA in commercial food 
products. However, the presence of DNA in 
the foodstuffs analysed does not necessarily 
lead to mycotoxins production. 
In this study, a high-performance liq-
uid chromatography (HPLC) technique was 
developed for the detection of ALT, AOH y 
AME, in order to assess the ability of the 
PCR assays to be used as quality and biose-
curity markers of raw materials or processed 
food where Alternaria spp. and their toxins 
can be present. 
The developed HPLC method with 
diode-array detection (DAD) was able to de-
tect and resolve the major toxins of Alternaria 
spp. (ALT, AOH and AME) in less than 16 
min, with retention times of 10.8, 12.8 and 
15.6 min, respectively. The detection limit for 
each mycotoxin was determined from stan-
dard curves constructed with concentrations 
of 0.5, 1, 2, 5 and 10 µg/mL for each my-
cotoxin. The detection limit for ALT, AOH and 
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AME were 1.7, 19.7 and 0.37 µg/L, corre-
sponding to 0.34, 3.94 and 0.074 µg/kg, re-
spectively. 
The HPLC technique developed was 
used to analyse the occurrence of ALT, AOH 
and AME in 90 commercial raw and proc-
essed tomato products. Moreover, all sam-
ples were also analysed with the previously 
developed PCR method based on the ITS 
genetic marker. The PCR assay revealed the 
presence of Alternaria spp. DNA in 41 out of 
90 samples (45.6 %), while HPLC detected 
at least one of the Alternaria spp. mycotoxins 
within 31 out of the 90 samples (34.4 %). 
Moulds were not detected in unspoiled to-
mato samples by plating in Sabouraud-CAF, 
while counts in mouldy tomatoes were in the 
range of 102 - 103 CFU/g. The mould counts 
in the sun-dried tomato samples that tested 
positive by PCR were in the range of 10 - 
102 CFU/g, but plating on Sabouraud-CAF 
did not show the presence of viable moulds 
in the rest of tomato products analysed. It 
should be noted that all samples in which no 
amplification was obtained with the Alternaria 
spp. specific primer pair, were successfully 
amplified with the positive control primers 
18SFwEu and 18SRvEu. 
In this work, a good correlation was 
found between PCR detection of DNA from 
Alternaria spp. and the presence of ALT, 
AOH or AME in tomato samples. The results 
revealed that 31 out of 41 PCR positive 
samples (75.6 %) were contaminated with at 
least one of the Alternaria spp. mycotoxins 
analysed. The absence of ALT, AOH and 
AME in a positive PCR sample can be ex-
plained by several reasons. First, it could be 
due to contamination by Alternaria species 
that do no produce the mycotoxins analysed, 
like those from the A. infectoria species-
group (Andersen et al., 2009). Moreover, 
some species from the A. alternata species-
group, like A. longipes, do not always pro-
duce these mycotoxins. Furthermore, not 
only does the production depend on the fun-
gal strain, but also on the environmental 
growth conditions (Andersen et al., 2001). 
Sequence analysis of the PCR products ob-
tained with the Dir1ITSAlt and Inv1ITSAlt 
primers from the samples that tested positive 
for Alternaria DNA and negative for the pres-
ence of mycotoxins was performed to identify 
the Alternaria species groups present in 
those samples. DNA from A. infectoria spe-
cies-group was detected in six samples ana-
lysed, explaining why ALT, AOH and AME 
were absent in these samples. DNA from A. 
alternata species-group was amplified in the 
remaining four samples, but sequencing of 
the ITS PCR products did not allow identifi-
cation up to the species level in the A. alter-
nata species-group. 
4. Development of real-time PCR and RT-
PCR techniques for the detection and 
quantification of Alternaria spp. in raw 
and processed vegetables 
Real-time PCR is a powerful tech-
nique for the detection and quantification of a 
given specific nucleic acid template present 
in a sample. The technique uses fluorescent 
molecules to monitor the generation of ampli-
fication products during each amplification 
cycle, and the amount of template can be 
numerically obtained by advanced analytical 
methods. Real-time PCR is markedly more 
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sensitive and accurate than other PCR-
based approaches, giving quantitative results 
difficult to obtain with conventional end-point 
PCR. 
In this work, a TaqMan® real-time 
PCR technique was developed for the detec-
tion and quantification of Alternaria spp. in 
foodstuffs. To accomplish this objective, the 
primer pair previously designed for the ampli-
fication of a specific DNA fragment in the ITS 
rRNA of Alternaria spp. was used. Moreover, 
universal primers (18SFwEu/18SRvEu) and 
probe (18STM) designed by Martín et al. 
(2009), were used as positive amplification 
control of the assay. The genus-specific PCR 
system was tested for its selectivity and 
cross-reactivity, showing no cross amplifica-
tion with DNAs from different organisms. 
The results obtained showed that the 
TaqMan® probe-based real-time PCR assay 
developed increased the sensitivity com-
pared to the conventional PCR technique 
previously developed. The detection limit 
was 1 UFC/mL, both in A. alternata viable 
culture and in experimentally inoculated to-
mato pulp, and was not modified after heat 
inactivation of the culture at 90 ºC for 5 min. 
Finally, several commercial raw and 
processed fruits and vegetables were ana-
lysed to evaluate the usefulness of the real-
time PCR method developed for the detec-
tion and quantification of DNA from Alternaria 
spp. The real-time PCR analysis demon-
strated the presence of Alternaria spp. DNA 
in 112 out of the 190 commercial products 
analysed (58.9 %). Nevertheless, amplifica-
tion was obtained with the positive control 
system in all the food samples analysed. 
Moreover, the estimated Alternaria spp. 
counts were plotted against the Alternaria 
spp. counts obtained by plating raw fruit and 
vegetables samples on potato carrot agar 
(PCA), showing a significant correlation 
(R2 = 0.9006). 
Because of the importance of the ge-
nus Alternaria in food quality and safety, fast, 
sensitive, and reliable methods for the detec-
tion and enumeration of viable Alternaria 
spp. in foods are needed to identify possible 
routes of contamination and to design ade-
quate strategies to prevent spoilage and re-
duce economical losses. Such methods 
could help industry on the refusal or accep-
tance of raw materials for processing. In this 
study, a real-time RT-PCR assay based on 
the amplification of ITS rRNA was developed 
for the detection and quantification of viable 
Alternaria spp. in foodstuffs. 
Real-time RT-PCR was performed in 
two steps. First, the transcription of RNA to 
cDNA was carried out using random primers 
and the reverse transcriptase. As a second 
step, to quantify cDNA generated by reverse 
transcription from target RNA, real-time PCR 
with TaqMan® probe assay previously de-
scribed was used. The genus-specific PCR 
system was tested for its selectivity and 
cross-reactivity, showing no cross amplifica-
tion with RNAs from different organisms. 
The sensitivity of the method was 
1 CFU/mL, in A. alternata, A. radicina, A. 
porri and A. infectoria viable cultures, and 
also in experimentally inoculated tomato 
pulp. However, in the heat treated cultures at 
90 °C for 5 min, the detection limit was 
related to the elapsed time between heat 
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treatment and RNA extraction, not yielding 
amplification from RNA extracted 48 h after 
the heat treatment. 
To analyse the effect of heat treat-
ments on the viability of Alternaria spp., an A. 
alternata culture was stained with propidium 
iodide before and after heat treatment at 
90 ºC/5 min, and then analysed by flow cy-
tometry. When samples of heat inactivated 
culture were stained just after the heat treat-
ment, the percentage of dead cells was 
98.05 %. Thus, 1.95 % of the initial A. alter-
nata population maintained some metabolic 
activity just after the heat treatment and con-
tained ITS rRNA target fragments that could 
be detected by real-time RT-PCR. 
A common problem of RT-PCR 
methods is the possibility to obtain false 
positives due to the presence of residual 
DNA in the samples. Thus, negative controls 
without reverse transcriptase were always 
included to check for the presence of con-
taminant DNA, and no amplification signal 
was observed from the culture dilutions and 
tomato pulp samples analysed. 
The reliability of the real-time RT-
PCR procedure to detect viable Alternaria 
spp. cells in 110 commercial samples was 
tested in raw and processed fruits and vege-
tables. The real-time RT-PCR analysis dem-
onstrated the presence of Alternaria spp. 
rRNA in 53 out of the 110 samples analysed 
(48.2 %). No amplification signal was ob-
tained from the negative controls without 
reverse transcriptase included for all samples 
analysed. Alternaria spp. counts in PCA of 
samples that tested positive by real-time RT-
PCR were between 10 and 6 x 104 CFU/g, 
showing a significant correlation 
(R2 = 0.9881) between both methods to de-
tect and quantify viable Alternaria spp. in 
naturally contaminated samples. 
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Los mohos son microorganismos cu-
ya presencia en los alimentos puede tener 
consecuencias diversas y en ocasiones son 
de gran utilidad en la industria alimentaria. 
Determinadas especies de géneros fúngicos 
como Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, 
Mucor o Geotrichum participan en la madu-
ración de quesos, productos cárnicos crudos 
madurados y alimentos orientales a base de 
soja y cereales. Además, se emplean para la 
producción de metabolitos usados como 
aditivos en diferentes tipos de alimentos co-
mo zumos, licores o productos lácteos (So-
riano, 2007). Sin embargo, también tienen 
consecuencias negativas, ya que la conta-
minación fúngica es una de las principales 
causas de alteración de los alimentos y la 
presencia de determinadas especies de gé-
neros como Fusarium, Penicillium, Aspergi-
llus o Alternaria constituye una amenaza 
para la salud de los consumidores debido a 
la producción de compuestos tóxicos para el 
ser humano (micotoxinas). 
Las autoridades sanitarias europeas 
han establecido niveles máximos permitidos 
de determinadas micotoxinas como las afla-
toxinas B1, B2, G1, G2 y M1, ocratoxina A, 
patulina, deoxinivalenol, zearalenona, fumo-
nisinas B1 y B2 y toxinas T-2 y HT-2 en los 
alimentos (Comisión Europea 2006b, 2007, 
2010a, b). Actualmente, la UE no tiene esta-
blecidos límites máximos para ninguna de 
las micotoxinas de Alternaria spp. aisladas 
en alimentos. Sin embargo, son cada vez 
más frecuentes los casos de productos hor-
tofrutícolas y sus derivados en los que se 
demuestra la presencia de especies del gé-
nero Alternaria, muchas de ellas productoras 
de micotoxinas como el altenueno (ALT), 
alternariol (AOH), alternariol monometil éter 
(AME), ácido tenuazónico (TeA) y altertoxi-
nas (ATX). Este aumento en la incidencia de 
alimentos contaminados con Alternaria spp. 
y/o sus micotoxinas, causa especial preocu-
pación por la repercusión que puede tener 
su presencia en la salud de los consumido-
res, debido a su elevado poder toxicológico 
(Bottalico y Logrieco, 1998; Ostry, 2008). En 
este sentido, teniendo en cuenta los datos 
sobre toxicidad y la creciente presencia de 
estas toxinas en alimentos, el Instituto Fede-
ral de Evaluación de Riesgos de Alemania 
(BfR, 2003), Comité Científico sobre Alimen-
tos de la República Checa (CSCF, 2008) y la 
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria 
(EFSA, 2011), consideran necesario realizar 
nuevos estudios sobre la toxicidad de las 
micotoxinas producidas por Alternaria spp. y 
su presencia en alimentos, con el fin de dis-
poner de datos objetivos que permitan eva-
luar la situación actual con vistas a estable-
cer límites máximos permitidos. 
Los procedimientos analíticos más 
utilizados para la detección de micotoxinas 
de Alternaria spp. en alimentos incluyen di-
versas técnicas inmunológicas (Yu y col., 
1999; Ackermann y col., 2011; Burkin y Ko-
nonenko, 2011) y cromatográficas, como la 
cromatografía en capa fina (TLC) (Matysik y 
Giryn, 1996; Skarkova y col., 2005) y la cro-
matografía líquida de alta resolución (HPLC) 
(Andersen y Frisvad, 2004; Solfrizzo y col., 
2004; Asam y col., 2010; Noser y col., 2011; 
Oviedo y col., 2011). Una de las limitaciones 
que presentan las técnicas inmunológicas es 
que se necesitan anticuerpos específicos 
para cada una de las micotoxinas, pudiendo 
además aparecer reacciones cruzadas con 
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componentes de los alimentos o metabolitos 
fúngicos presentes en estos (Schmechel y 
col., 2008). Con relación a los métodos cro-
matográficos, la técnica de HPLC es la más 
utilizada para el análisis de micotoxinas en 
los alimentos, debido a su sensibilidad y 
especificidad. Sin embargo, el mayor incon-
veniente de estas técnicas es que son labo-
riosas y caras y que requieren disponer de 
personal especializado. Además, debido a 
que en un mismo alimento pueden estar 
presentes múltiples micotoxinas, no resulta 
práctico ni realista detectar cada una de 
ellas, puesto que su elevado coste lo haría 
inviable. Por este motivo, desde el punto de 
vista preventivo adquiere una mayor rele-
vancia la detección del moho productor de 
micotoxinas. Esto permitiría a las industrias 
elaboradoras establecer un control adecuado 
de sus proveedores, mejorar la trazabilidad 
de sus productos y eliminar de los canales 
de comercialización los lotes que puedan 
representar un peligro para la salud del con-
sumidor. 
Las técnicas genéticas, concreta-
mente aquellas basadas en la reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR), constituyen 
una estrategia idónea para la detección e 
identificación rápida de Alternaria spp. en 
alimentos. Las principales ventajas de las 
técnicas genéticas sobre los métodos de 
identificación fenotípica, como las técnicas 
de detección de micotoxinas, son su rapidez, 
sensibilidad y que no se ven afectadas por 
las condiciones ambientales (Niessen, 
2007). Las técnicas de PCR convencionales 
son útiles para la identificación y la detección 
cualitativa de Alternaria spp. en alimentos. 
Sin embargo, la metodología de PCR en 
tiempo real es más adecuada cuando se 
pretende cuantificar la presencia de mohos 
toxigénicos en alimentos (Andersen y col., 
2006; González-Salgado y col., 2009; Rodrí-
guez y col., 2011; Atoui y col., 2012). 
Las técnicas genéticas basadas en la detec-
ción del ADN, al ser esta una molécula rela-
tivamente estable, no permiten la discrimina-
ción entre células viables y no viables. Esta 
característica supone una ventaja frente a 
las técnicas fenotípicas de detección e iden-
tificación fúngica en productos hortofrutícolas 
transformados, ya que permite detectar la 
utilización de materias primas alteradas aun-
que los mohos ya no se encuentren viables. 
Sin embargo, el análisis del producto final no 
permite establecer acciones preventivas. La 
detección precoz de Alternaria spp. en las 
materias primas vegetales durante las prime-
ras fases de colonización y desarrollo permi-
tiría a las industrias de transformación re-
chazar lotes de materias primas inadecua-
das y aplicar medidas preventivas para evitar 
la formación de micotoxinas. Teniendo en 
cuenta que el ARN se degrada poco tiempo 
después de la muerte celular, la técnica que 
hoy en día ofrece un mayor potencial para la 
detección y/o discriminación de las células 
viables y no viables es la de RT-PCR, que 
emplea la transcriptasa inversa en la primera 
etapa de la amplificación. 
Teniendo en cuenta estas consideraciones, 
en esta tesis doctoral se plantea la utilización 
de diversas técnicas (PCR convencional, 
PCR en tiempo real y RT-PCR en tiempo 
real) para la detección e identificación de 
especies de Alternaria. Asimismo se propone 
el desarrollo de una técnica de cromatografía 
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líquida de alta resolución (HPLC) para la 
detección de ALT, AOH y AME en productos 
hortofrutícolas, con el fin de comprobar si las 
técnicas de PCR desarrolladas se podrían 
utilizar como marcador indirecto de la pre-
sencia de micotoxinas producidas por Alter-
naria spp. en productos hortofrutícolas fres-
cos y transformados. Los objetivos desarro-
llados han sido los siguientes:  
1) Selección y obtención de cepas de 
referencia de Alternaria y otros géne-
ros fúngicos.  
2) Selección de marcadores genéticos 
adecuados. Se han empleado el espa-
ciador interno de la transcripción (ITS) y 
el gen Alt a 1.  
3) Desarrollo de técnicas de PCR con 
cebadores específicos para la detec-
ción de Alternaria spp. en alimentos. Pa-
ra ello ha sido necesario: 
• Alinear y analizar las secuencias de 
los genes de interés disponibles en 
las base de datos y diseñar cebado-
res específicos de género. 
• Preparar diluciones de cultivos de 
especies de Alternaria e inocularlos 
en muestras de pulpa de tomate. 
• Someter los cultivos y muestras de 
tomate contaminadas a tratamientos 
térmicos de 90ºC/5 min y 60ºC/30 
min. 
• Emplear los cebadores diseñados en 
técnicas de PCR para la detección 
de Alternaria spp. en alimentos. 
4) Desarrollo de una técnica de PCR múl-
tiple para la diferenciación de grupos de 
especies del género Alternaria.  
• Alinear y analizar las secuencias del 
gen Alt a 1 disponibles en las base 
de datos y diseñar cebadores especí-
ficos de grupo. 
• Preparar diluciones de cultivos de 
especies de Alternaria e inocularlos 
en muestras de pulpa de tomate. 
• Someter los cultivos y muestras de 
tomate contaminadas a tratamientos 
térmicos de 90ºC/5 min y 60ºC/30 
min. 
• Emplear los cebadores diseñados en 
técnicas de PCR múltiple para la de-
tección de Alternaria spp. y la identi-
ficación de los distintos grupos de 
especies en alimentos. 
5) Desarrollo de una técnica de HPLC 
para la detección de ALT, AOH y AME 
en productos hortofrutícolas frescos y 
procesados. 
6) Desarrollo de técnicas de PCR y RT-
PCR en tiempo real para la detección y 
cuantificación de Alternaria spp. en pro-
ductos hortofrutícolas frescos y procesa-
dos, empleando como sistema de detec-
ción una sonda de hibridación Taqman®. 
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La alteración fúngica de los alimentos 
no solo constituye un problema de deterioro 
organoléptico que produce perdidas econó-
micas, sino que también es una amenaza 
para la salud de los consumidores debido a 
la posible existencia de mohos toxigénicos 
como algunas especies de los géneros Fu-
sarium, Penicillium, Aspergillus y Alternaria. 
Alternaria es un género fúngico muy común, 
donde se incluyen numerosas especies pa-
tógenas y saprofitas ampliamente distribui-
das en el suelo y la materia orgánica en des-
composición. Como saprofito, Alternaria spp. 
persiste en forma de micelio durante los in-
viernos, y bajo condiciones adecuadas de 
humedad y temperatura produce conidios 
que se diseminan con la ayuda del viento, 
agua, insectos, etc. Los conidios de Alterna-
ria que colonizan las plantas, germinan e 
infectan las hojas, tallos o frutos, donde pro-
vocan lesiones de diversa consideración 
según la intensidad de la infección. 
II.1. ALTERNARIA SPP.: MORFOLOGÍA Y 
ECOLOGÍA 
El género Alternaria fue descrito por 
Nees en 1817, con A. alternata (originaria-
mente A. tenuis) como especie tipo. Debido 
a la ausencia de un ciclo de reproducción 
sexual, este género se clasificó dentro del 
filo de hongos imperfectos o mitospóricos. 
Alternaria spp. se caracteriza por la produc-
ción de conidióforos simples y erectos, en 
cuyo extremo se forman cadenas simples o 
ramificadas de conidios. Los conidios o dic-
tiosporas son multicelulares, de color pardo y 
con septos tanto transversales como longitu-
dinales. 
Se han identificado alrededor de 300 espe-
cies en el género Alternaria, que se clasifi-
can en seis grandes grupos atendiendo a las 
características de los conidios (Simmons, 
2007): 
1) Conidios grandes: en este grupo se in-
cluyen especies productoras de conidios 
alargados, generalmente solitarios, ca-
racterizados por la presencia de un 
apéndice terminal de tamaño heterogé-
neo, en ocasiones ramificado y/o fila-
mentoso. En este grupo se engloban es-
pecies como A. cucumerina, A. brassi-
cae, A. dauci, A. limicola, A. macrospora, 
A. porri, A. solani y A. sonchi (Figura 1A). 
2) Conidios pequeños: en este grupo se 
incluyen especies productoras de coni-
dios esféricos, ovoides o elipsoides, sin 
apéndices terminales, solitarios o for-
mando cadenas (simples o ramificadas). 
La identificación morfológica de este 
grupo, basada en la formación de los co-
nidios, es muy compleja. Por este moti-
vo, para facilitar la identificación, las es-
pecies de Alternaria se han clasificado 
en cinco grandes grupos atendiendo a su 
modelo de esporulación: 
2.1) El grupo de A. radicina engloba es-
pecies como A. japonica, A. petro-
selini, A. radicina y A. smyrnii. Pre-
sentan conidios solitarios o for-
mando pequeñas cadenas o agre-
gados (Figura 1B). 
2.2) El grupo de A. tenuissima incluye 
especies como A. gaisen, A. longi-
pes, A. mali y A. tenuissima. Pre-
sentan cadenas de conidios de ta-
maño muy heterogéneo, formadas 
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a partir de conidióforos primarios 
cortos y ocasionalmente presentan 
ramificaciones cortas sobre un co-
nidióforo secundario (Figura 1C).  
2.3) El grupo de A. alternata presenta 
conidióforos primarios cortos, a 
partir de los cuales se forman ca-
denas de conidios ramificadas por 
medio de conidióforos secundarios. 
Este grupo comprende especies 
como A. alternata, A. citri y A. du-
mosa (Figura 1D). 
2.4) El grupo de A. arborescens incluye 
especies como A. arborescens, A. 
armoraciae y A. senecionicola, ca-
racterizadas por la presencia de 
conidióforos primarios alargados y 
erectos en cuya parte apical se 
forman cadenas o agregados de 
conidios. Además, pueden presen-
tar ramificaciones a partir de la 
formación de conidióforos secunda-
rios (Figrura 1E).  
2.5) El grupo de A. infectoria engloba es-
pecies como A. conjuncta, A. infec-
toria, A. novae-zelandiae y A. ore-
gonensis. Presentan conidios en 
forma de agregados o cadenas ra-
mificadas. Este grupo se caracteri-
za por la presencia de un elevado 
número de conidióforos secunda-
rios a partir de los cuales se forman 
las ramificaciones (Figura 1F). 
Entre los factores ambientales que influ-
yen en el desarrollo de Alternaria spp. desta-
can la temperatura y la actividad de agua 
(aw). Su temperatura óptima de crecimiento 
está comprendida entre 22 y 28 ºC, siendo 
25 ºC la idónea para la esporulación. Sin 
embargo, el intervalo de temperaturas en 
que Alternaria spp. puede crecer abarca 
desde - 3 ºC hasta 35 ºC (Sommer, 1985), 
por lo que con frecuencia es responsable de 
alteraciones en alimentos vegetales almace-
nados en condiciones de refrigeración o 
congelación (Barkai-Golan y Paster, 2008). 
Con relación a la actividad de agua (aw), el 
crecimiento de Alternaria spp. es óptimo a 
valores elevados (0,99), pero la aw mínima 
necesaria para su desarrollo es de 0,84 
(Magan y Lacey, 1984; Magan y Baxter, 
1994; Oviedo y col., 2011). El estudio de las 
condiciones necesarias para el crecimiento 
de Alternaria spp. se realiza en situaciones y 
medios de cultivo adecuados para su desa-
rrollo. Sin embargo, dicho crecimiento puede 
verse afectado cuando se produce en pien-
sos, alimentos u otros sustratos. 
II.2. ALTERNARIA SPP. COMO 
ALTERANTE DE CULTIVOS VEGETALES 
ANTES Y DESPUÉS DE LA 
RECOLECCIÓN 
Alternaria spp. puede invadir los cul-
tivos vegetales antes y después de la reco-
lección y es responsable de considerables 
pérdidas económicas, debido a que reduce 
el rendimiento de las cosechas y produce 
alteraciones en los vegetales durante su 
almacenamiento. Se han descrito alteracio-
nes provocadas por Alternaria spp. en una 
gran variedad de cereales, hortalizas y culti-
vos frutales, tanto leñosos como herbáceos 
(Pitt y Hocking, 1997; Ostry, 2008; Logrieco 
y col., 2009). 
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II.2.1. Alteraciones en cítricos 
Las especies de Alternaria producen 
al menos cuatro enfermedades en los cítri-
cos: podredumbre en los frutos, mancha 
marrón de las mandarinas, mancha foliar en 
limón rugoso y mancha foliar de los cítricos. 
La podredumbre afecta a la columela central 
de la fruta y puede desarrollarse en todo tipo 
de cítricos. Las lesiones, no siempre eviden-
tes, se presentan como pequeños puntos 
marrones o negros en la parte final del pe-
ciolo (Figura 2A). Esta enfermedad se suele 
desarrollar durante el almacenamiento de la 
fruta, apareciendo de forma esporádica en 
los cultivos. La mancha marrón producida 
por Alternaria spp. en las mandarinas afecta 
tanto al fruto como a las hojas del árbol, pro-
vocando su caída prematura. Las hojas jó-
venes presentan manchas necróticas redon-
deadas de color marrón, rodeadas de un 
halo amarillo. Las manchas tienden a seguir 
las venas de la hoja, lo que les proporciona 
una forma que recuerda a un ojo (Figura 2B) 
(Timmer y col., 1998; Vicent y col., 2000). La 
mancha foliar en limón rugoso afecta sola-
mente a este tipo de limones y a la variedad 
de lima Rangpur. Las lesiones foliares son 
muy similares a las manchas marrones de 
las mandarinas (Timmer y col., 2000). Por 
último, la mancha foliar de los cítricos es una 
enfermedad que afecta principalmente a la 
lima mejicana, provocando pequeñas colora-
ciones que desaparecen cuando la fruta ma-
dura. La mancha foliar también se produce 
en pomelos, naranjas de ombligo y limas de 
Tahití, causando en raras ocasiones daños 
significativos. 
Las especies responsables de estas 
enfermedades en cítricos incluyen A. alterna-
ta, A. citri y A. limicola. En el caso de las tres 
primeras enfermedades descritas, se deter-
minó la presencia de cepas de A. alternata y 
A. citri en las muestras analizadas (Timmer y 
col., 2000; Isshiki y col., 2003). Sin embargo, 
los estudios genéticos llevados a cabo por 
Peever y col. (2005) no demostraron diferen-
cias genéticas significativas entre las cepas 
de Alternaria aisladas, por lo que se conside-
ró a A. alternata como la especie responsa-
ble de dichas alteraciones en los cítricos. Por 
el contrario, en las frutas afectadas por la 
mancha foliar de los cítricos solamente se 
han aislado cepas de A. limicola (Becerra y 
col., 1988; Timmer y col., 2000, 2003). 
II.2.2. Alteraciones en rosáceas 
La podredumbre provocada por A. 
mali es una enfermedad grave que afecta a 
los manzanos. Las lesiones aparecen en las 
hojas al final de la primavera o comienzos 
del verano en forma de manchas pequeñas, 
redondas y marrones, que aumentan de ta-
maño adquiriendo una forma de ojo de rana 
(Figura 2C). Cuando las lesiones se produ-
cen en los peciolos, las hojas se vuelven 
amarillas y se puede producir hasta un 50 % 
de defoliación en los árboles no tratados con 
fungicidas. Por el contrario, las lesiones no 
son frecuentes en los frutos (Jones y Ald-
winckle, 2002; Rollemberg y col., 2011). 
A. alternata y A. tenuissima ocasio-
nan la podredumbre de las manzanas (Figu-
ra 2D). La infección puede ocurrir tanto antes 
como después de la recolección, y se carac-
teriza por el crecimiento fúngico en los lóbu-
los donde se alojan las semillas. En el árbol,
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la colonización se produce a través de lesio-
nes en el fruto, que puede oscurecerse y 
caer prematuramente. Sin embargo, tras la 
recolección el hongo penetra en los frutos 
cuando se sumergen en agua contaminada 
en las naves de empaquetado (Jones y Ald-
winckle, 2002; Niem y col., 2007). 
A. alternata también afecta a los pe-
rales, principalmente a las variedades Nijis-
seiki y Ya Li, procedentes de Japón y China, 
respectivamente. La enfermedad se desarro-
lla principalmente en hojas y frutos. Las le-
siones aparecen primero en forma de pe-
queñas manchas negras en las hojas, que 
caen prematuramente en casos de infeccio-
nes severas. En los frutos, las lesiones son 
mayores, produciendo su agrietamiento y el 
desprendimiento del árbol (Figura 2E) (Jones 
y Aldwinckle, 2002). 
II.2.3. Alteraciones en aceitunas 
Las aceitunas dañadas por cualquier 
causa (agentes meteorológicos, insectos, 
recolección, atrojado, etc.) están expuestas 
a ser colonizadas por A. alternata. La prolife-
ración del moho se caracteriza por la forma-
ción de podredumbres secas y negras en 
aceitunas maduras o en proceso de madura-
ción (Figura 2F). Las lesiones varían en fun-
ción de la procedencia de la aceituna, siendo 
mayores en aceitunas recolectadas del suelo 
(Logrieco y col., 2003). Además, cuando se 
produce un desfase entre la recolección y la 
molturación en las almazaras, las condicio-
nes de temperatura y humedad elevadas 
que se producen durante el almacenamiento, 
favorecen el desarrollo del moho (Barranco y 
col., 2004). 
 
II.2.4. Alteraciones en frutos secos 
El cultivo de pistacho se ve afectado 
por el tizón tardío causado por A. alternata, 
A. arborescens y A. tenuissima, que alteran 
tanto las hojas como los frutos. En las hojas, 
la infección se presenta, generalmente en 
primavera y verano, en forma de pequeñas 
manchas redondeadas, con el centro negro y 
rodeadas de un halo amarillo preferentemen-
te en el envés de la hoja. Al comienzo de la 
maduración de los frutos, se desarrollan las 
manchas foliares colonizando casi toda la 
superficie de las hojas y produciéndose in-
cluso la defoliación completa del árbol cuan-
do las condiciones ambientales son óptimas 
(Figura 2G). Sobre el fruto, la enfermedad se 
caracteriza por el desarrollo de pequeñas 
manchas necróticas en la cáscara del fruto 
inmaduro. Cuando el fruto se desarrolla, las 
lesiones invaden la parte interna de la cásca-
ra y llegan hasta el fruto seco, donde oca-
siona coloraciones no deseadas que redu-
cen su calidad (Pryor y Michailides, 2002). 
Otros frutos secos en los que se ha detecta-
do esta enfermedad son las almendras, nue-
ces y avellanas. En el caso de las almen-
dras, Alternaria spp. afecta principalmente a 
las hojas, provocando con frecuencia el se-
cado completo. Sin embargo, en el caso de 
las nueces y avellanas, provoca la caída 
prematura de los frutos, llegando a perderse 
hasta un 30 % de la producción (Hong y col., 
2006; Luo y col., 2007). 
II.2.5. Alteraciones en leguminosas 
El tizón en leguminosas se ha descri-
to en cultivos de soja, guisantes, judías, gar-
banzos y cacahuetes. La infección puede 
producirse durante todas las etapas del de-
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sarrollo de la planta, aunque hay una mayor 
incidencia durante la senescencia de los 
cultivos (Chen y col., 2011). Las lesiones en 
las hojas comienzan como pequeñas man-
chas marrones de tamaño irregular, que se 
unen para formar áreas necróticas, provo-
cando en ocasiones la defoliación completa 
de la planta. En las vainas y semillas se pro-
duce un oscurecimiento de la superficie de-
bido al desarrollo del micelio (Figura 2H). A. 
alternata es la principal especie relacionada 
con el tizón en leguminosas, sin embargo, 
también se ha descrito la presencia de A. 
tenuissima, A. brassicae, A. brassicicola, A. 
brasiliensis y A. arahidis (Hagedorn e Inglis, 
1986; Hartman y col., 1999; Queiroz y col., 
2000; Chen y col., 2011). 
II.2.6. Alteraciones en cereales 
En los cultivos de cereales, los gra-
nos colonizados por especies de Alternaria 
adquieren coloraciones pardas o negras en 
la zona del germen que, en casos severos, 
puede extenderse al área circundante y al 
surco e incluso afectar a toda la superficie de 
las espigas (Figura 3A) (Murray y col., 2008). 
El riego, las lluvias frecuentes, las bajas 
temperaturas y heladas durante la madura-
ción, provocan una demora en el secado de 
los granos en el campo, favoreciendo así la 
colonización por Alternaria spp., y su poste-
rior proliferación durante el almacenamiento. 
La presencia de estas alteraciones disminu-
ye la calidad tecnológica de los granos de 
cereales, provocando graves pérdidas eco-
nómicas en el sector al no poderse procesar 
para la elaboración de derivados (Fernández 
y col., 2000; Logrieco y col., 2009). Estas 
alteraciones se han descrito con frecuencia 
en granos de trigo, cebada y avena, y con 
una incidencia menor en arroz y maíz (Lo-
grieco y col., 1990; Clear y col., 2000a, b; 
Rohacik y Hudec, 2007; Azcarate y col., 
2008). Las especies causantes de esta alte-
ración incluyen A. alternata, A. triticina, A. 
tenuissima, A. arborescens, A. infectoria y A. 
japonica, aunque también se han aislado 
especies fúngicas de géneros como Bipolaris 
y Cladosporium (Häggblom y col., 2007; Mu-
rray y col., 2008; Perelló y col., 2008; Ben-
sassi y col., 2009; Fernández y Holzgang, 
2009). 
II.2.7. Alteraciones en oleaginosas 
Los cultivos de oleaginosas están 
ampliamente difundidos por el mundo y se 
caracterizan por su gran adaptabilidad a 
distintas áreas. La mancha foliar, ocasionada 
por A. helianthi, A. alternata, A. macrospora 
o A. japonica, es una enfermedad grave 
descrita en girasol, algodón, linaza, colza y 
sésamo, ya que su producción puede verse 
reducida hasta un 80 % (Rimmer y col., 
2007). La enfermedad se manifiesta como 
manchas en tallos, peciolos y hojas (Figura 
3B). Las lesiones en peciolos y tallos empie-
zan como puntos oscuros, que aumentan de 
tamaño formando lesiones alargadas y es-
trechas, que provocan la rotura de los tallos. 
Los síntomas foliares comienzan como pe-
queñas manchas oscuras de tamaño irregu-
lar, que se unen hasta provocar la defolia-
ción completa de la planta. Esta defoliación 
prematura produce una disminución en el 
área foliar activa, y por lo tanto, una dismi-
nución en la calidad de las semillas (Lago-
podi y Thanassoulopoulos, 1998; Rothrock y 
Kirkpatrick, 2001; Prasad y col., 2009).
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II.2.8. Alteraciones en apiáceas 
Zanahoria, perejil, chirivía, apio e 
hinojo son los cultivos de apiáceas más afec-
tados por infecciones de Alternaria spp. El 
tizón de las hojas en los cultivos de apiáceas 
se caracteriza por la presencia de pequeñas 
manchas oscuras que confluyen cuando se 
desarrolla la enfermedad y desembocan en 
el secado completo de la planta (Figura 3C). 
A. dauci y A. petroselini se han descrito co-
mo las especies responsables del tizón en 
zanahorias y perejil, respectivamente (Cun-
nington y col., 2007; Boedo y col., 2010). Sin 
embargo, en el caso del apio, chirivía e hino-
jo se han aislado varias especies de Alterna-
ria (Farrar y col., 2004). 
Por otra parte, A. radicina es respon-
sable de la podredumbre negra de la raíz y 
la corona de las zanahorias, que se desarro-
lla incluso durante el almacenamiento en 
refrigeración, provocando cuantiosas pérdi-
das económicas en el sector (Figura 3D) 
(Groot y col., 2004; Park y col., 2008). Tanto 
A. dauci como A. radicina pueden infectar las 
semillas de zanahoria, evitando su germina-
ción cuando la contaminación es severa, o 
provocando el marchitamiento fúngico en las 
2 - 3 semanas posteriores a la germinación 
(Favis y Raid, 2002; Farrar y col., 2004). 
II.2.9. Alteraciones en solanáceas  
El tizón temprano es una de las prin-
cipales enfermedades que afectan al rendi-
miento de cultivos de tomate y patata. Es 
una enfermedad de distribución mundial, 
pero su incidencia es mayor en regiones 
cálidas y húmedas, donde el rocío es fre-
cuente y proporciona la humedad necesaria 
para el desarrollo del moho (Foolad y col., 
2008; Escuredo y col., 2011; Patel y col., 
2011). El tizón temprano se desarrolla en 
cultivos de tomate y patata infectados por A. 
solani, aunque en el caso del tomate tam-
bién puede estar producido por A. tomatop-
hila. Es una enfermedad típica de la senes-
cencia, por lo que las primeras alteraciones 
se observan en las hojas inferiores, y apare-
cen en forma de pequeñas manchas circula-
res de color café frecuentemente rodeadas 
de un halo amarillo (Alonso, 2008; Kumar y 
col., 2008). A medida que la enfermedad 
progresa, el hongo ataca a los tallos y frutos, 
desarrollándose lesiones similares a las pro-
ducidas en las hojas (Figura 3E). Con condi-
ciones climáticas favorables, se produce un 
amarillamiento anticipado e intensa defolia-
ción, provocando el marchitamiento fúngico 
de la planta y reducciones superiores al 
75 % en el rendimiento de las cosechas (Ba-
su, 1974; Datar y Mayee, 1985; Sherf y 
MacNab, 1986; Chaerani y Voorrips, 2006; 
Leiminger y Hausladen, 2012). 
Alternaria spp. también produce alte-
raciones en los frutos de tomate, pimiento y 
berenjena, causando considerables pérdidas 
económicas en las industrias de transforma-
ción de hortalizas (Bottalico y Logrieco, 
1998; Pose y col., 2004). La infección de los 
frutos se produce habitualmente a través de 
lesiones causadas por los insectos o condi-
ciones ambientales adversas, donde se des-
arrollan manchas circulares, de coloraciones 
pardo-oscuras o casi negras, ligeramente 
deprimidas y recubiertas de numerosas es-
poras (Pearson y Hall, 1975; Logrieco y col., 
2009). Sin embargo, la infección también 
puede producirse bajo los sépalos o por ori-
ficios resultantes de un mal cierre estilar, 
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colonizando los tejidos internos sin provocar 
una alteración externa aparente. Las lesio-
nes aparecen después de la recolección, 
cuando el desarrollo del moho provoca la 
podredumbre completa del fruto. Además, 
Alternaria spp. puede seguir colonizando y 
alterando los frutos durante el transporte y 
almacenamiento a temperaturas de refrige-
ración (Halfon-Meiri y Rylski, 1983; Morris y 
col., 2000; Nuez y col., 2003). La principal 
especie causante de estas alteraciones es A. 
alternata, aunque también se han aislado 
especies pertenecientes a los grupos de A. 
tenuissima y A. arborescens (Barkai-Golan y 
Paster, 2008; Andrés y col., 2010). 
Otra enfermedad que afecta el cultivo 
de la patata y la berenjena, es la mancha 
foliar ocasionada por A. alternata. En este 
caso, afecta solamente a las hojas de la 
planta, en las que provoca lesiones peque-
ñas y oscuras, pudiendo ser muy numero-
sas. La mancha foliar tiene una menor inci-
dencia y es menos agresiva que el tizón 
temprano, por lo que las perdidas son mucho 
menores (Raja y col., 2006; Tymon y John-
son, 2011). 
II.2.10. Alteraciones en cucurbitáceas 
En las cucurbitáceas se han descrito 
dos tipos de enfermedades causadas por 
especies de Alternaria: el tizón y la mancha 
foliar, provocadas por A. cucumerina y A. 
alternata f. sp. cucurbitae, respectivamente. 
El tizón afecta sobre todo a los cultivos de 
melones y sandías, pero también se desarro-
lla en pepinos y calabazas. La infección se 
produce a través de los estomas o heridas 
foliares dando lugar a pequeñas manchas de 
color crema que tornan a marrón oscuro 
cuando se desarrolla la enfermedad y se 
produce el secado completo de las hojas 
(Figura 3F). Esta enfermedad provoca un 
descenso en la producción, debido a que se 
disminuye la cantidad y calidad de los frutos 
maduros, los cuales también pueden verse 
afectados (Latin y col., 1994; Andrés y col., 
2010). 
La mancha foliar, provocada por A. 
alternata f. sp. cucurbitae, se describió por 
primera vez en Grecia en cultivos de pepino 
en invernadero, causando considerables 
pérdidas económicas. Además, se ha detec-
tado en cultivos de calabacín, melón y san-
día (Vakalounakis, 1990; Zhou y Everts, 
2008; Andrés y col., 2010). Las alteraciones 
que presentan los cultivos son similares a las 
ocasionadas por el tizón, llegando a defoliar-
se completamente las plantas afectadas. 
II.2.11. Alteraciones en crucíferas 
Los cultivos de coliflor, repollo, col de 
Bruselas, colza, brócoli, rábano, nabo, rúcula 
y mostaza se ven afectados por la mancha 
negra ocasionada por A. brassicae, A. bras-
sicicola y A. japonica. La especie más dañi-
na y extendida es A. brassicicola, especial-
mente sobre la coliflor. La infección de los 
cultivos puede producirse a través de las 
semillas, ocasionando la caída prematura de 
las plántulas (Reis y Boiteux, 2010). En plan-
tas adultas, los síntomas más característicos 
consisten en lesiones de color negro o ma-
rrón extendidas por toda la superficie de las 
hojas (Figura 3G). El tizón también puede 
afectar a las inflorescencias (Kohl y col., 
2011; Lin y col., 2011). 
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II.2.12. Alteraciones en otros cultivos 
Alternaria spp. también ocasiona en-
fermedades en otros cultivos frutales (melo-
cotón, albaricoque, ciruela, cereza, aguaca-
te, kaki, uva, higo, mango y fresa), hortalizas 
(ajo cebolla y escarola), y cultivos herbáceos 
(lúpulo y té). En la Tabla 1 se muestran las 
especies de Alternaria y las alteraciones 
causadas en estos cultivos. 
II.3. MICOTOXINAS PRODUCIDAS POR EL 
GÉNERO ALTERNARIA 
Las micotoxinas son metabolitos se-
cundarios de bajo peso molecular (Pm < 700 
kDa) producidos por determinadas especies 
fúngicas al final de la fase exponencial de 
crecimiento y durante la fase estacionaria. 
La ingestión, inhalación o absorción cutánea 
de estos compuestos provoca efectos adver-
sos en la salud de animales y personas. Las 
micotoxinas pueden contaminar los alimen-
tos, los piensos o las materias primas utiliza-
das para su elaboración, originando un gru-
po de enfermedades o trastornos, denomi-
nados micotoxicosis (Bennett y Klich, 2003; 
Frisvad y col., 2007; Soriano, 2007). 
Las especies del género Alternaria 
sintetizan más de 70 metabolitos secunda-
rios tóxicos para las plantas (fitotoxinas), 
pero solo una pequeña parte de ellos se han 
caracterizado químicamente e identificado 
como compuestos tóxicos para personas y 
animales, por lo que se consideran micotoxi-
nas (Tabla 2) (Barkai-Golan, 2008; Ostry, 
2008; EFSA, 2011). Atendiendo a sus efec-
tos sobre las plantas, las toxinas de Alterna-
ria spp. se agrupan en toxinas no específicas 
de hospedador y toxinas específicas de hos-
pedador. Las toxinas no específicas de hos-
pedador afectan a una a una amplia varie-
dad de especies vegetales, aunque en mu-
chos casos su modo de acción no se ha 
identificado. Sin embargo, si se ha determi-
nado la actividad fitotóxica de toxinas como 
el zinniol, el TeA y la tentoxina (TEN). El TeA 
inhibe la síntesis proteica, mientras que el 
zinniol afecta a la permeabilización de la 
membrana y la TEN inhibe la fosforilación 
debido a que se une a la cloroplasto ATP 
sintetasa (Thomma, 2003). Además, algunas 
de estas toxinas no específicas como el 
AOH, AME, ALT, TeA y ATX se han relacio-
nado con la aparición de enfermedades en 
personas y animales (EFSA, 2011). 
Las toxinas específicas de hospeda-
dor afectan a un menor número de especies 
vegetales. Por lo general, causan alteracio-
nes severas en determinadas plantas donde 
se desarrolla la especie de Alternaria pro-
ductora de estas toxinas. Aunque se han 
determinado los mecanismos de acción de 
algunas toxinas específicas de hospedador, 
como las AAL toxinas, ya que desempeñan 
un papel crucial en la patogenicidad de la 
especie que colonizan, todavía existen po-
cos estudios sobre su toxicidad en animales 
(Barkai-Golan, 2008). 
El estudio de la síntesis de micotoxi-
nas se realiza mediante el cultivo de las es-
pecies productoras en condiciones y medios 
de cultivo óptimos. Sin embargo, para que se 
produzcan las micotoxinas, además de la 
presencia de la especie productora, influyen 
las condiciones ambientales y la composi-
ción del sustrato. En la Tabla 2 se muestran 
las especies productoras de las principales 
toxinas de Alternaria spp. descritas. Toxinas  
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como el AOH, AME, ALT, TeA, ATX, TEN o 
altenusina pueden sintetizarlas diferentes 
especies del género (Andersen y col., 2001, 
2002). Por el contrario, otras toxinas como el 
altersolanol, la macrosporina o el zinniol, 
solo las producen las especies del grupo de 
A. porri, al que pertenecen A. porri, A. dauci, 
A. solani y A. cucumerina (Andersen y col., 
2008; Phuwapraisirisan y col., 2009), mien-
tras que las especies englobadas en el gru-
po de A. infectoria son las únicas producto-
ras de infectopironas y novae-zelandinas 
(Christensen y col., 2005; Andersen y col., 
2009). Por último, existen toxinas que solo 
las sintetizan determinadas cepas patóge-
nas. En ese grupo se incluyen las AAL toxi-
nas (A. alternata f. sp. lycopersici), AS toxina 
(A. alternata patotipo del girasol), AF toxina 
(A. alternata f. sp. fragariae), ACR toxina (A. 
alternata patotipo del limón rugoso) y ACT 
toxina (A. alternata patotipo de las mandari-
nas). La AK toxina y la AM toxina se han 
detectado en peras y manzanas contamina-
das con cepas patógenas de A. gaisen y A. 
mali, respectivamente (Montemurro y Vis-
conti, 1992; Thomma, 2003; Xu y Du, 2006). 
Sin embargo, no todas las cepas pertene-
cientes a estos grupos producen siempre 
dichas toxinas, ya que la síntesis está de-
terminada por las condiciones ambientales 
en que se desarrolla el moho.  
Las especies de Alternaria pueden 
producir micotoxinas en intervalos de tempe-
ratura muy amplios, pero siempre con activi-
dades de agua superiores a 0,90. Young y 
col. (1980) determinaron que la máxima pro-
ducción de TeA en semillas de algodón ino-
culadas con A. tenuissima tiene lugar a 
20 ºC y con un 37,5 % de humedad del gra-
no. Magan y Lacey (1984) identificaron una 
producción máxima de AOH, AME y ALT en 
granos de trigo contaminados con A. alterna-
ta a 25 ºC y 0,98 aw, mientras que en pulpa 
de tomate contaminada con varias especies 
de Alternaria, las condiciones óptimas para 
la producción de AOH, AME y TeA identifi-
cadas por Pose y col. (2010) fueron de 
21 ºC/0,954 aw, 35 ºC/0,954 aw y 21 ºC/0,982 
aw, respectivamente. Por último, Oviedo y 
col. (2011), observaron máximos de produc-
ción de AOH y AME a 0,98 aw, aunque la 
temperatura óptima dependía de la cepa de 
A. alternata que inoculaban en granos de 
soja irradiados.  
Diversos estudios demuestran que la 
composición del sustrato en el que se desa-
rrolla el moho influye en la producción de 
micotoxinas. En este sentido, se ha descrito 
el efecto estimulante de determinados com-
puestos nitrogenados como la fenilalanina en 
la producción de AOH y AME. También se 
ha observado el efecto inhibidor de determi-
nados monosacáridos, disacáridos y polisa-
cáridos en la producción de AME (Brzonkalik 
y col., 2011). 
ll.3.1. Propiedades físicas y químicas de 
las micotoxinas de Alternaria spp. 
Las toxinas de Alternaria spp. se clasifi-
can en cinco grupos atendiendo a sus es-
tructuras químicas: 
- Dibenzo-α-pironas: AOH, AME y ALT 
- Perileno quinonas: ATX-I, -II, -III 
- Ácidos tetrámicos: TeA 
- AAL-Toxinas: AAL-TA1, AAL-TA2, 
AAL-TB1, AAL-TB2 
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- Otras estructuras: TEN 
En la Tabla 3 y las Figuras 4 y 5 se 
muestran las propiedades y estructuras quí-
micas de las principales toxinas de Alternaria 
spp. Estas micotoxinas se aislaron, caracte-
rizaron e identificaron entre los años 1953 y 
1986 (Ostry, 2008). El estudio de las rutas 
de biosíntesis y el metabolismo del AOH, 
AME y ALT, demostró que se pueden conju-
gar con otras moléculas más polares como 
la glucosa, aminoácidos y sulfatos, presen-
tes en los sustratos vegetales donde se pro-
ducen. La formación de conjugados en los 
alimentos dificulta el desarrollo de métodos 
analíticos para su detección, debido a los 
cambios de polaridad que presentan respec-
to a las micotoxinas precursoras (Berthiller y 
col., 2005; Koch y col., 2005; Altemöller y 
col., 2006). En cuanto al metabolismo de las 
toxinas, la hidroxilación del AOH, AME y el 
ALT y su conjugación con el ácido glucuróni-
co y sulfatos se ha demostrado en estudios 
in vitro. Sin embargo, no se dispone de datos 
suficientes sobre la absorción, la distribución 
y excreción de las toxinas de Alternaria spp. 
en personas y animales. 
II.3.2.Toxicidad de las micotoxinas produ-
cidas por Alternaria spp. 
La exposición a las toxinas de Alter-
naria spp. se ha relacionado con la aparición 
de una gran variedad de efectos adversos en 
la salud de personas y animales. Determina-
dos cultivos de Alternaria spp. son tóxicos en 
ratas, embriones de pollo y cultivos celulares 
humanos, y también son teratogénicos y 
fetotóxicos en ratones (Pero y col., 1973; 
Harvan y Pero, 1976; Sauer y col., 1978; 
Griffin y Chu, 1983; Schwarz y col., 2012). 
Además, los extractos de cultivos de A. al-
ternata son mutagénicos en varios sistemas 
in vitro y cancerígenos en ratas alimentadas 
con piensos contaminados (Scott y Stoltz, 
1980; Liu y col., 1991; Combina y col., 1999; 
Schrader y col., 2001). Por otra parte, Liu y 
col. (1992) relacionaron el consumo de ali-
mentos contaminados con A. alternata con 
una elevada incidencia de cáncer de esófa-
go. Los efectos tóxicos que los cultivos de 
Alternaria spp. producen en los diferentes 
modelos in vitro e in vivo son muy variables, 
ya que dependen del tipo de micotoxinas 
sintetizadas (Tabla 4). 
Dibenzo-α-pironas 
AOH y AME son mutagénicos, geno-
tóxicos, carcinogénicos y citotóxicos en culti-
vos celulares animales y bacterianos. Pre-
sentan una actividad mutagénica elevada 
tanto en cultivos de Bacillus subtilis (Kada y 
col., 1984), como de Escherichia coli (An y 
col., 1989; Zhen y col., 1991), y baja en culti-
vos de Salmonella Typhimurium (Scott y 
Stoltz, 1980; Davis y Stack, 1994). Los estu-
dios de genotoxicidad demuestran que el 
AOH tiene mayor actividad que el AME (Liu y 
col., 1991; Xu y col., 1996; Lehmann y col., 
2006; Marko, 2007; Pfeiffer y col., 2007; Sol-
haug y col., 2012). En cuanto al poder carci-
nogénico de estas micotoxinas, no existen 
estudios exhaustivos en animales. Sin em-
bargo, en ratones alimentados con 50 - 100 
mg de AME por kg de peso durante 10 me-
ses, se desarrollaron alteraciones precance-
rosas en la mucosa esofágica (Yekeler y 
col., 2001). Por otra parte, los estudios de 
toxicidad del ALT en larvas de camarón (Ar-
temia salina) en salmuera, pusieron de
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manifiesto que las dosis letales medias de 
ALT (375 g/mL) son muy superiores a las del 
TeA (75 mg/mL) y AOH (200 mg/mL) (Pani-
grahi y Dallin, 1994). 
Ácido tenuazónico 
La toxicidad del TeA se ha demos-
trado en plantas, embriones de pollo y en 
otras especies animales (Azcarate y col., 
2008). En perros, la ingesta de dosis diarias 
de 10 mg/kg de peso, provocó la aparición 
de hemorragias en diversos órganos. En las 
aves domésticas, una dosis de 10 mg/kg en 
el pienso disminuyó tanto la eficiencia ali-
menticia como la ganancia de peso e incre-
mentó las hemorragias internas en las cana-
les. Sin embargo, no se ha demostrado efec-
to mutagénico del TeA en cultivos bacteria-
nos (Scott y Stoltz, 1980; Schrader y col., 
2001). Al igual que con el AME, los ratones 
que consumieron pienso contaminado con 
TeA durante 10 meses, desarrollaron altera-
ciones en la mucosa esofágica, pero en este 
caso, la dosis diaria fue de 25 mg/kg (Yeke-
ler y col., 2001). Además, el consumo de 
sorgo contaminado con TeA, se ha relacio-
nado con la aparición de un desorden hema-
tológico en personas conocido como Onyalai 
(Logrieco y col., 2003; Ostry, 2008). 
Altertoxinas 
Las ATXs presentan actividad muta-
génica en el test de Ames (Scott y Stoltz, 
1980; Stack y col., 1986; Stack y Prival, 
1986; Schrader y col., 2006). La actividad 
mutagénica de las ATXs (ATX-I, II, III) en 
ratones es superior a la del AOH y AME, 
siendo la ATX-III la de mayor actividad 
(Chelkowski y Visconti, 1992; Schrader y 
col., 2001; Fleck y col., 2012). El potencial 
mutagénico de la ATX-III es 10 veces inferior 
al de la aflatoxina B1, que es la micotoxina 
con mayor actividad mutagénica en la espe-
cie humana (Stack y col., 1986; Stack y Pri-
val, 1986). También se ha demostrado que 
la ATX-I y la ATX-III son genotóxicas en cul-
tivos celulares de ratón (Osborne y col., 
1988). 
II.3.3. Presencia de micotoxinas de Alter-
naria spp. en alimentos y piensos 
Las toxinas de Alternaria spp. se aís-
lan con frecuencia de una gran variedad de 
productos vegetales frescos y procesados 
(Tabla 5). La presencia de micotoxinas de 
Alternaria spp. en cereales es muy común, 
debido al almacenamiento de los granos en 
condiciones favorables para el crecimiento 
del moho. En este sentido, se ha detectado 
AOH, AME, ALT, TeA o TEN en granos de 
trigo, cebada, avena, centeno, arroz y maíz. 
El procesado de los granos de cereales no 
evita la presencia de micotoxinas, como lo 
demuestra el hecho de que las muestras de 
cereales de desayuno, harina, pasta o cer-
veza analizadas por diversos investigadores, 
contenían AOH, AME o TeA (Abd El-Aal, 
1997; Aresta y col., 2003; Azcarate y col., 
2008; Asam y col., 2010; Siegel y col., 2010; 
EFSA, 2011). También se ha detectado la 
presencia de AME en papillas infantiles y 
TeA en alimentos infantiles que contenían 
cereales en su composición, lo cual causa 
especial preocupación, ya que estos alimen-
tos son la base fundamental de la alimenta-
ción en las primeras etapas de la vida 
(EFSA, 2011). 
En semillas oleaginosas como la col-
za, girasol, sésamo y linaza también se ha 
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determinado la presencia de AOH y 
AME. En las semillas de colza y linaza se ha 
detectado además ALT y en las de girasol y 
sésamo TeA. La TEN solo se ha aislado a 
partir de semillas de girasol y la ATX-I de 
semillas de sésamo. Por otra parte, las mis-
mas toxinas que contaminaban las semillas 
se detectaron en las muestras de aceite de 
semillas de girasol y sésamo (Skarkova y 
col., 2005; Kralova y col., 2006; EFSA, 
2011). Asimismo, se ha encontrado AOH y 
AME en legumbres como las lentejas y la 
soja (Ostry y col., 2004; Barros y col., 2011). 
En numerosas frutas (manzana, pe-
ra, melón, albaricoque, uvas, uvas pasas, 
fresa, aceituna, cítricos e higos desecados), 
hortalizas (tomate, pimiento y zanahoria) y 
tubérculos (patata) se ha puesto de manifies-
to la presencia de AOH, AME, ALT, TeA y 
TEN (Logrieco y col., 1990; Bottalico y Lo-
grieco, 1998; da Motta y Soares, 2001; Ter-
miniello y col., 2006; Asam y col., 2009, 
2010). El consumo directo de frutas y hortali-
zas con putrefacción fúngica visible es im-
probable. Sin embargo, no es infrecuente 
aislar toxinas de Alternaria spp. a partir de 
alimentos procesados como salsas de toma-
te, ketchup, tomates desecados, conservas, 
mermeladas, vino o zumos de frutas (man-
zana, tomate, uva y naranja) (Delgado y 
Gómez-Cordovés, 1998; Solfrizzo y col., 
2004; Scott y col., 2006; Magnani y col., 
2007; Logrieco y col., 2009; Ackermann y 
col., 2011; Noser y col., 2011). La presencia 
de micotoxinas en alimentos procesados 
puede ser consecuencia de la utilización de 
materias primas con alteraciones fúngicas 
cuyos síntomas afectan solo a la parte inter-
na, como ocurre en la putrefacción de las 
manzanas y los cítricos. Además, aunque se 
eliminen las zonas visiblemente alteradas, 
las toxinas de Alternaria spp. se pueden 
transferir a los tejidos circundantes (Robiglio 
y López, 1995). Por otra parte, las industrias 
transformadoras no siempre disponen de 
métodos eficientes para detectar y eliminar 
completamente las materias primas afecta-
das con algún grado de alteración fúngica. 
La presencia de micotoxinas de Al-
ternaria spp. también se ha investigado en 
piensos. En este sentido, se han detectado 
cantidades elevadas de AOH, AME, ALT, 
ATX-I, TeA, TEN y AAL toxinas, en granos 
de cereales y semillas oleaginosas destina-
das a la alimentación animal. Por lo general, 
las muestras que contenían mayores canti-
dades de micotoxinas tenían contaminacio-
nes visibles de Alternaria spp., posiblemente 
debido a las condiciones de almacenamiento 
de los granos y semillas en las granjas, don-
de la elevada temperatura y humedad favo-
recen el crecimiento de determinadas espe-
cies de Alternaria y la producción de mico-
toxinas (Nawaz y col., 1997; Häggblom y 
col., 2007; Mansfield y col., 2007; Asam y 
col., 2010; Barros y col., 2011).  
II.3.4. Exposición humana a las micotoxi-
nas de Alternaria spp. 
La Autoridad Europea de Seguridad 
Alimentaria ha publicado recientemente los 
resultados de un estudio nutricional realizado 
para evaluar la exposición diaria a AOH, 
AME, TeA y TEN en los grupos de población 
comprendidos entre los 18 y 65 años (EFSA, 
2011). En este estudio se determinó que los 
niveles diarios de ingesta eran de 1,9 -
 39 ng/kg de peso para el AOH, 0,8 - 
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4,7 ng/kg de peso para el AME, 36 - 
141 ng/kg de peso para el TeA y 0,01 - 
7 ng/kg de peso para la TEN. Aunque la ex-
posición a las micotoxinas de Alternaria spp. 
no se ha estudiado en la población infantil, 
se estima que su ingesta es dos o tres veces 
mayor que en la población adulta. Las esti-
maciones realizadas en este estudio se han 
establecido teniendo en cuenta únicamente 
alimentos de origen vegetal, puesto que no 
se ha demostrado la presencia de micotoxi-
nas de Alternaria spp. en alimentos de ori-
gen animal. 
II.3.5. Control y prevención de micotoxi-
nas en alimentos 
La contaminación de los alimentos 
con micotoxinas se produce de manera natu-
ral y su concentración puede aumentar como 
resultado de las condiciones ambientales o 
de operaciones inadecuadas de recolección, 
almacenamiento y elaboración de los pro-
ductos alimentarios. Por ello, es necesario 
disponer de programas de control que eviten 
la contaminación con mohos toxigénicos. 
Asimismo, se deben aplicar medidas preven-
tivas que minimicen el desarrollo fúngico en 
los alimentos, tales como el almacenamiento 
en condiciones idóneas de temperatura, 
humedad relativa y atmósfera. En este senti-
do, las autoridades oficiales de control de los 
alimentos están estableciendo programas 
preventivos y procedimientos para minimizar 
los riesgos asociados a la contaminación de 
los alimentos con micotoxinas. Dentro de 
estos programas se incluyen las buenas 
prácticas agrícolas (GAP: “Good Agricultural 
Practices”) e industriales (GMP: “Good Ma-
nufacturing Practices”) y la aplicación del 
sistema de Análisis de Peligros y Puntos de 
Control Crítico (APPCC). 
El sistema APPCC identifica y eva-
lúa, mediante un enfoque estructurado y 
sistemático, los peligros que hay que contro-
lar para garantizar la inocuidad de los ali-
mentos desde la granja hasta la mesa. Para 
llevar a cabo la aplicación efectiva del 
sistema APPCC con relación a los peligros 
derivados de la presencia de mohos 
toxigénicos en los alimentos, es necesario 
disponer de técnicas rápidas para la 
detección de mohos productores de 
micotoxinas tanto en materias primas como 
en alimentos elaborados. Esto permitiría 
adoptar las medidas necesarias para apartar 
de la cadena alimentaria los productos que 
puedan suponer un riesgo para la salud del 
consumidor, impidiendo de esta forma la 
presencia de micotoxinas en los alimentos 
elaborados. En este sentido es necesario 
contar con herramientas capaces de detectar 
de una forma rápida y precoz la presencia de 
Alternaria spp. en alimentos, debido 
especialmente a que no existe una 
normativa que regule los niveles máximos 
permitidos de las micotoxinas de Alternaria 
spp. en alimentos. II.4. EL GÉNERO ALTERNARIA COMO 
AGENTE CAUSAL DE ENFERMEDADES 
HUMANAS 
Aunque el género Alternaria incluye 
principalmente especies patógenas de plan-
tas, algunas especies también se encuentran 
relacionadas con la aparición de infecciones 
humanas. A. alternata y A. tenuissima pro-
ducen la alternariosis cutánea, que se mani-
fiesta con lesiones únicas o múltiples en 
forma de placas pardo-rojizas papulonodula-
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res, pustulosas o ulcerocostrosas, localiza-
das en superficies corporales expuestas, 
siendo rara la diseminación sistémica. La 
alternariosis cutánea se considera una infec-
ción oportunista que aparece en personas 
inmunodeficientes, debido a que padecen 
síndrome de inmunodeficiencia adquirida 
(SIDA), síndrome de Cushing, algún proceso 
tumoral, o que han recibido trasplantes de 
órganos (Romano y col., 1997; Vieira y col., 
2006; Mateu-Puchades y col., 2010). Ade-
más, A. alternata y A. infectoria se han rela-
cionado con la aparición de queratomicosis y 
endoftalmitis en personas que han sufrido un 
traumatismo o cirugía ocular (Ferrer y col., 
2002, 2003; Pastor y Guarro, 2008). 
La incidencia de Alternaria spp. en in-
fecciones humanas no es muy elevada, ya 
que solo ocurre en casos de personas inmu-
nodeficientes. Sin embargo, Alternaria es, 
junto con Cladosporium, uno de los principa-
les géneros fúngicos causantes de alergias 
(D'Amato y col., 1997). La incidencia de per-
sonas sensibilizadas frente a alérgenos fún-
gicos alcanza hasta el 30 % de los pacientes 
analizados, aunque depende en gran medida 
de las condiciones geográficas y climáticas. 
A. alternata es la principal especie producto-
ra de alérgenos del género, causando reac-
ciones cutáneas positivas en el 70 % de los 
pacientes alérgicos a antígenos fúngicos 
(Asturias y col., 2005). La fracción alergénica 
producida por A. alternata es muy heterogé-
nea. El Comité de Nomenclatura de Alérge-
nos de la OMS/IUIS ha secuenciado y apro-
bado diez alérgenos de esta especie (Tabla 
6) (Achatz y col., 1996; de Vouge y col., 
1998; Breitenbach y Simon-Nobbe, 2002; 
Vijay y Kurupp, 2003). El principal alérgeno 
es el Alt a 1, al que reconocen los anticuer-
pos IgE de más del 90 % de los pacientes 
alérgicos a A. alternata. La respuesta alérgi-
ca es mayor frente a las esporas fúngicas 
que frente a los restos micelares u otras cé-
lulas fúngicas. En el caso de Alternaria spp., 
la respuesta alérgica se presenta clínica-
mente como reacciones asmáticas de tipo 
inmediato mediadas por IgE (de Vouge y 
col., 1998).  
La abundancia relativa de conidios 
de A. alternata en el aire y su presencia en 
las casas con humedades convierte a este 
microorganismo en una fuente alergénica 
importante. La exposición a esporas fúngicas 
se diferencia de la exposición al polen en 
que las cantidades de esporas fúngicas por 
metro cúbico son mayores que las de granos 
de polen. Además, la exposición es más 
duradera, puesto que puede durar meses, 
mientras que la exposición a pólenes suele 
durar semanas. Esta exposición intensa y 
prolongada a A. alternata se asemeja a la 
exposición a restos epidérmicos de animales 
o a los ácaros del polvo y contribuye a la 
cronicidad y severidad del asma en las per-
sonas sensibilizadas frente a Alternaria spp. 
(Sánchez y Bush, 2001). Por otro lado, la 
presencia de esporas de Alternaria spp. en 
el interior de los edificios se ha identificado 
como uno de los factores causantes del Sín-
drome del Edificio Enfermo (SEE). Se deno-
mina así al conjunto de síntomas diversos 
que presentan los ocupantes de un edificio, y 
cuyas causas radican en el propio edificio 
(Roussel y col., 2008; Takigawa y col., 
2009). La sintomatología relacionada con el 
SEE es muy variada, pudiendo llegar a ser 
compleja, ya que suele ser el resultado de la 
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combinación de distintos efectos. Los sínto-
mas más significativos incluyen: 
- Irritaciones de ojos, nariz y garganta. 
- Sequedad de la piel. 
- Síntomas generales: dolor de cabe-
za, fatiga mental, y pérdida de capa-
cidad de memoria a corto plazo.  
 
 
 
Tabla 6. Alérgenos producidos por A. alternata aprobados por el Comité de Nomenclatura de 
Alérgenos de la OMS/IUIS. 
Alérgeno Nombre bioquímico Peso Moleular (kDa) Nº de acceso (UniProt) 
Alt a 1 Glicoproteína dimérica 29 (14,5/16) P79085 
Alt a 3 Proteína de choque térmico 70 P78983 
Alt a 4 Disulfuro isomerasa 57 Q00002 
Alt a 5 Proteína ribosomal P2 11 P42037 
Alt a 6 Enolasa 45 Q9HDT3 
Alt a 7 Proteína YCP4 22 P42058 
Alt a 8 Manitol deshidrogenasa 29 P0C044 
Alt a 10 Aldehído deshidrogenasa  53 P42041 
Alt a 12 Proteína ácida ribosomal P1 11 P49148 
Alt a 13 Glutatión S-transferasa 26 Q6R4B4 
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II.5. TÉCNICAS DE DETECCIÓN DE LAS 
MICOTOXINAS DE ALTERNARIA SPP. EN 
ALIMENTOS 
Disponer de métodos sensibles y es-
pecíficos para la determinación de micotoxi-
nas de Alternaria spp. en alimentos es im-
portante para realizar estudios de toxicidad y 
exposición de la población y para la verifica-
ción de los sistemas de gestión de la seguri-
dad alimentaria como el APPCC. Entre los 
métodos más utilizados con este fin desta-
can las técnicas cromatográficas e inmuno-
lógicas. 
II.5.1. Métodos de muestreo 
En el Reglamento (CE) Nº 401/2006 
del 23 de febrero de 2006 se establecen los 
métodos de muestreo y de análisis para el 
control oficial del contenido de micotoxinas 
en los productos alimenticios (Comisión Eu-
ropea, 2006a). Sin embargo, el Reglamento 
solo se refiere a la detección de aflatoxina 
B1, aflatoxina M1, aflatoxinas totales (B1, B2, 
G1 y G2), ocratoxina A, patulina, deoxinivale-
nol, zearalenona, fumonisinas B1 y B2, y 
toxinas T-2 y HT-2. La legislación recoge 
protocolos de muestreo para alimentos como 
cereales y derivados, frutos secos, cacahue-
tes, frutos de cáscara, hueso de albaricoque, 
leche y derivados lácteos, especias, café y 
derivados, zumos de frutas, manzana y deri-
vados, alimentos infantiles y aceites vegeta-
les. Actualmente, la UE no tiene establecidos 
límites máximos para ninguna de las mico-
toxinas de Alternaria spp. aisladas en ali-
mentos, por lo que no se han especificado 
técnicas de muestreo para hortalizas como 
las zanahorias y los tomates, que son dos de 
los alimentos con mayor incidencia de mico-
toxinas de Alternaria spp. 
II.5.2. Preparación de la muestra 
Las micotoxinas presentan una dis-
tribución poco uniforme en alimentos, por lo 
que se requiere una cuidadosa homogenei-
zación de la matriz antes de su extracción. 
Por otra parte, los alimentos son sustratos 
complejos, donde se encuentran presentes 
proteínas, lípidos, hidratos de carbono, agua 
y otros componentes minoritarios, por lo que 
suele ser necesaria una purificación de los 
extractos para eliminar posibles interferen-
cias. 
Para la extracción de las toxinas de 
Alternaria spp. de alimentos se han utilizado 
métodos de extracción líquido/líquido (ELL) y 
técnicas de extracción en fase sólida (EFS), 
principalmente basadas en columnas de 
octadecilsílice (C18), aminopropilo y de equi-
librio hidrófilo-lipofílico (HLB). La ELL se ha 
aplicado para la extracción de micotoxinas 
de Alternaria spp. en tomate y derivados 
(Scott y Kanhere, 1980; Stack y col., 1985; 
da Motta y Soares, 2000a, b; Andersen y 
Frisvad, 2004), zumos de fruta y bebidas 
(Lau y col., 2003), semillas oleaginosas 
(Nawaz y col., 1997), cereales y derivados 
(Yu y col., 1999; Herebian y col., 2009; Sie-
gel y col., 2009; Sulyok y col., 2007, 2010; 
Rasmussen y col., 2010) y cerveza (Siegel y 
col., 2010). Los disolventes orgánicos más 
empleados en la ELL son el metanol, acetato 
de etilo, cloroformo y mezclas de ellos. 
La EFS se ha utilizado para la purifi-
cación a partir de muestras de tomate y deri-
vados (Fente y col., 1998), cítricos (Magnani 
y col., 2007), zumos de frutas y bebidas 
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(Delgado y col., 1996; Scott y col., 1997; Lau 
y col., 2003; Asam y col., 2009). Por último, 
también se ha propuesto la combinación de 
métodos de ELL y EFS para la extracción de 
toxinas a partir de muestras de zanahoria 
(Solfrizzo y col., 2004), suplementos alimen-
ticios (di Mavungu y col., 2009), pimientos 
(Monbaliu y col., 2009), cereales, frutas y 
hortalizas (Asam y col., 2010) y soja irradia-
da (Oviedo y col., 2011).  
II.5.3. Métodos de detección 
II.5.3.1. Técnicas inmunológicas 
Las técnicas inmunológicas son pro-
cedimientos analíticos basados en la reac-
ción específica entre un antígeno y su co-
rrespondiente anticuerpo. Con frecuencia se 
utilizan técnicas inmunológicas de cribado 
para la detección rápida de micotoxinas, con 
el fin de descartar las muestras negativas y 
reducir al máximo el número de análisis, 
aunque puede ser necesario emplear poste-
riormente alguna técnica de confirmación 
para validar los resultados positivos. Las 
técnicas inmunoenzimáticas de ELISA (En-
zyme-Linked Immunosorbent Assay) consti-
tuyen en la actualidad los métodos inmuno-
lógicos más utilizados en el análisis de mico-
toxinas en alimentos. Se caracterizan por el 
empleo de marcadores enzimáticos para la 
detección y amplificación de las reacciones 
antígeno-anticuerpo. En estas técnicas, uno 
de los elementos de la reacción (antígeno o 
anticuerpo) se fija a un soporte sólido, gene-
ralmente placas de poliestireno, polivinilo o 
nylon, que permite su adsorción pasiva y la 
eliminación de los compuestos libres me-
diante lavado. Una vez inmovilizados los 
antígenos o los anticuerpos, la interacción 
antígeno-anticuerpo se detecta mediante la 
reacción colorimétrica producida por la ac-
ción de una enzima (conjugada al antígeno o 
al anticuerpo) al degradar el sustrato corres-
pondiente. La medida de la absorbancia en 
los pocillos de la placa de ELISA permite 
cuantificar la reacción inmunológica. Existen 
diversos formatos de las técnicas inmunoen-
zimáticas, que se clasifican atendiendo al 
componente de la reacción que se fija en 
primer lugar, la fase sólida utilizada y si se 
emplean o no concentraciones limitantes de 
antígeno y anticuerpo. Yu y col. (1999) utili-
zaron el formato de ELISA competitivo direc-
to para la detección de AAL TA toxinas en 
piensos, obteniendo un límite de cuantifica-
ción de 50 µg/kg. Burkin y Kononenko (2011) 
emplearon anticuerpos policlonales para la 
detección de AOH en maíz contaminado y 
piensos, alcanzando límites de cuantificación 
de 20 µg/kg. Del mismo modo, se han utili-
zado anticuerpos monoclonales y policlona-
les para la detección de AOH en manzana, 
tomate y derivados con límites de detección 
de 1 y 2 µg/kg, respectivamente (Ackermann 
y col., 2011). Sin embargo, no se han des-
arrollado técnicas inmunológicas para la 
detección de AME, ALT, ATX-I y TeA en 
alimentos (Ostry, 2008). 
II.5.3.2. Técnicas cromatográficas 
Cromatografía en capa fina (TLC) 
La cromatografía en capa fina es una 
técnica muy utilizada para detectar la pre-
sencia de micotoxinas en alimentos. En la 
técnica de TLC la fase estacionaria es polar 
y consiste en una capa delgada de un ad-
sorbente, habitualmente de gel de sílice, 
alúmina o celulosa, depositada sobre una 
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placa de vidrio, papel de aluminio u otros 
materiales. Las muestras se aplican sobre la 
fase estacionaria, y son arrastradas por la 
fase móvil (apolar). Los componentes de las 
muestras se separarán según su solubilidad 
y grado de adsorción. Existen numerosas 
variantes de la técnica en función del disol-
vente utilizado como fase móvil y de si se 
realiza en una o dos dimensiones. La pre-
sencia de AOH, AME y ALT se determina 
con luz UV de onda larga (366 nm) o corta 
(254 nm). Sin embargo, el TeA no emite fluo-
rescencia cuando se le aplica luz UV, por lo 
que es necesario pulverizar la placa con un 
reactivo revelador con el fin de formar un 
derivado coloreado. Utilizando técnicas de 
TLC se ha analizado la presencia de AOH, 
AME, ALT y TeA en muestras de semillas de 
linaza y granos de trigo, obteniéndose límites 
de cuantificación de 5 µg/kg para AOH, AME 
y ALT, y de 25 µg/kg para TeA (Matysik y 
Giryn, 1996; Skarkova y col., 2005). 
Cromatografía líquida de alta resolución 
(HPLC) 
Las técnicas de HPLC ofrecen mayor 
precisión y sensibilidad que las técnicas de 
TLC. La cromatografía líquida de alta resolu-
ción, utilizando columnas de fase inversa 
(RP-HPLC), es la técnica más utilizada en la 
detección y cuantificación de las micotoxinas 
de Alternaria spp. en alimentos. Esta técnica 
permite separar las micotoxinas atendiendo 
a su polaridad, es decir, a su distribución 
entre una fase móvil polar y una fase orgáni-
ca que está unida a una matriz. De este mo-
do se obtienen perfiles cromatográficos ca-
racterísticos de cada micotoxina, que permi-
ten su identificación mediante comparación 
con cromatogramas de referencia. Las fases 
estacionarias más comunes de este tipo de 
cromatografía son las compuestas por partí-
culas de sílice unidas a hidrocarburos, como 
son las columnas de octadecilsílice (C18), y 
las columnas de pentafluorofenilo (PFP) 
(Andersen y col., 2006; Magnani y col., 2007; 
Patriarca y col., 2007; Ostry, 2008; Pose y 
col., 2010). La fase móvil consiste en mez-
clas de disolventes polares (acetonitrilo, me-
tanol, hexano y agua) que arrastran los dis-
tintos componentes de la muestra a través 
de la fase estacionaria. La detección de las 
micotoxinas se puede realizar por medio de 
detectores de fluorescencia (FLD) (Stack y 
col., 1985; Nawaz y col., 1997; Fente y col., 
1998; Andersen y Frisvad, 2004), de ultravio-
leta (UV) (Scott y Kanhere, 1980; Stack y 
col., 1985; Nawaz y col., 1997; Oviedo y col., 
2011) y de array de diodos (DAD) (Delgado y 
col., 1996; da Motta y Soares, 2000a, b; An-
dersen y Frisvad, 2004; Solfrizzo y col., 
2004). Los límites de detección de estás 
técnicas son muy variados, y van desde 
0,7 µg/kg para AME en zumo de manzana 
(Delgado y col., 1996) a 350 µg/kg para TeA 
en semillas de girasol (Nawaz y col., 1997). 
En los últimos años se han conse-
guido mejorar la precisión y sensibilidad de 
las técnicas de cromatografía líquida me-
diante el acoplamiento de detectores de ma-
sas. La espectrometría de masas (MS) se 
basa en la posibilidad de separar especies 
moleculares y atómicas según su relación 
masa-carga. Para ello es necesario ionizar 
las moléculas y obtener los iones formados 
en fase gaseosa. Este proceso tiene lugar en 
una fuente de ionización y, actualmente, 
existen diferentes técnicas que permiten 
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llevarlo a cabo como el Impacto Electrónico 
(EI), Bombardeo con Átomos Rápidos (FAB), 
Ionización Química a Presión Atmosférica 
(APCI), Desorción/Ionización por Láser Asis-
tida por Matriz (MALDI) o Electrospray (ESI). 
Los iones generados son acelerados hacia 
un analizador y separados en función de su 
relación masa-carga mediante la aplicación 
de campos eléctricos, magnéticos o simple-
mente determinando el tiempo de llegada a 
un detector. Los iones que llegan al detector 
producen una señal eléctrica que es proce-
sada, ampliada y enviada a un ordenador. El 
patrón de fragmentación resultante, así co-
mo los iones residuales, constituyen el es-
pectro de masas. En principio, el espectro de 
masas de cada compuesto es único y se 
puede ser utilizar para caracterizar el analito. 
Las técnicas de cromatografía líquida aco-
pladas a espectrometría de masas se han 
utilizado en numerosas ocasiones para la 
detección de micotoxinas de Alternaria spp. 
en piensos y alimentos (Tabla 7). Por último, 
otra técnica cromatográfica que se ha em-
pleado, aunque con menor frecuencia, para 
la detección de micotoxinas de Alternaria 
spp., es la cromatografía de gases (Scott y 
col., 1997).  
II.6. DETECCIÓN DE ALTERNARIA SPP. 
EN ALIMENTOS MEDIANTE TÉCNICAS 
FENOTÍPICAS 
La detección de cada una de las 
toxinas producidas por las diferentes espe-
cies de Alternaria en alimentos no resultaría 
práctica ni realista, puesto que el elevado 
coste económico resultaría inviable (Buller-
man y Gourama, 2001). Por este motivo, 
desde el punto de vista preventivo adquiere 
una mayor relevancia poder detectar el 
moho productor de micotoxinas. Esto permi-
tiría a las industrias elaboradoras establecer 
un control adecuado de sus proveedores, 
mejorar la trazabilidad de sus productos y 
eliminar de los canales de comercialización 
los lotes que puedan representar un peligro 
para la salud del consumidor. 
II.6.1. Métodos de cultivo y aislamiento en 
placa 
La enumeración e identificación de 
mohos en los alimentos se realiza habitual-
mente mediante la siembra de la muestra en 
placas de agar con medios de cultivo selecti-
vos, seguida del aislamiento y análisis por-
menorizado de sus características morfológi-
cas y fisiológicas conforme a claves de iden-
tificación específicas (Ellis y Ellis, 1997; 
Samson y col., 2004). El análisis se realiza 
mediante la siembra directa de las muestras 
o diluciones de las mismas. Para muestras 
como granos de cereal o frutos secos, que 
se siembran directamente, la desinfección de 
la superficie es esencial en muchos casos, 
para poder realizar un recuento y aislamiento 
de las especies fúngicas presentes en los 
mismos (Samson y col., 2004). Los medios 
de cultivo utilizados para analizar la presen-
cia de Alternaria spp. en alimentos son muy 
variados. Se han utilizado medios de cultivo 
generales como agar patata dextrosa (PDA) 
y agar extracto de malta (MEA) o medios de 
cultivo más específicos como agar patata 
zanahoria (PCA), PCA con cicloheximida 
(PCA-c), PCA con manganeso (PCA-Mn, 
Sorensen y col., 2009) y agar sacarosa-
extracto de levadura-rosa de bengala- 
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diclorán (DRYES, Frisvad, 1983). La identifi-
cación de las especies de Alternaria se reali-
za atendiendo a las características morfológi-
cas y fisiológicas que presentan cuando cre-
cen en DRYES y PCA (Andersen y col., 2001, 
2002, 2008, 2009; Simmons, 2007). La reali-
zación de estas técnicas presenta los incon-
venientes de ser laboriosas, exigir mucho 
tiempo para la obtención de resultados y re-
querir gran experiencia en la identificación de 
mohos (Andersen y Frisvad, 2004). Un incon-
veniente adicional consiste en que las técni-
cas basadas en el empleo de medios de cul-
tivo solo permiten detectar los mohos viables 
y no los que se han inactivado como conse-
cuencia del tratamiento tecnológico empleado 
en la elaboración de los alimentos analiza-
dos. Considerando que las micotoxinas, a 
diferencia de los mohos productores, son 
termorresistentes, la imposibilidad de detectar 
mohos inactivados con los métodos de de-
tección convencionales puede proporcionar 
conclusiones erróneas sobre la calidad de la 
materia prima y la seguridad del producto 
analizado (Gourama y Bullerman, 1995). En 
este sentido, se han desarrollado técnicas 
alternativas, más rápidas y eficaces para la 
detección e identificación de Alternaria spp. 
en alimentos. Entre estas técnicas destacan 
las técnicas genéticas, el análisis cromatográ-
fico de metabolitos celulares y las técnicas 
inmunológicas. 
II.6.2. Detección de metabolitos y consti-
tuyentes celulares 
Algunos metabolitos y constituyentes 
celulares, como el ergosterol, la quitina o las 
lectinas se han utilizado para el desarrollo de 
métodos rápidos de detección de mohos toxi-
génicos (Gourama y Bullerman, 1995; Beu-
chat y Cousin, 2002; Marín y col., 2005; Kon-
kol y col., 2010; As'wad y col., 2011). El er-
gosterol es un componente de las membra-
nas celulares de los mohos, que no está pre-
sente en las células vegetales y animales. 
Las propiedades del ergosterol hacen que 
sea un marcador adecuado para la detección 
tanto de formas viables como no viables de 
mohos en piensos y alimentos. El ergosterol 
se ha utilizado como indicador de contamina-
ción fúngica en granos de cereales (Magan, 
1993; Regner y col., 1994; Tothill y col., 1995) 
y en una gran variedad de frutas y hortalizas 
frescas y procesadas (Bertoni y col., 1994; 
Ghiretti y col., 1995; Gutarowska y Zakowska, 
2010). 
La concentración de ergosterol pre-
sente en una muestra se determina mediante 
técnicas espectrofotométricas, ya que el er-
gosterol presenta un elevado poder de absor-
ción de luz UV entre 240 y 300 nm, mientras 
que los esteroles de las plantas absorben 
débilmente a longitudes de onda superiores a 
240 nm (Seitz y col., 1977). Aunque el ergos-
terol sea específico de los mohos y se utilice 
como indicador de biomasa fúngica, en mu-
chas ocasiones no existe una correlación 
adecuada entre su concentración y la bioma-
sa fúngica presente en una muestra (Gessner 
y Chauvet, 1993). Este hecho se explica por-
que el contenido de ergosterol depende de 
variables como la especie fúngica, la etapa 
de desarrollo y las condiciones de crecimien-
to (Gourama y Bullerman, 1995; Beuchat y 
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Cousin, 2002; Gutarowska y Zakowska, 
2009). 
La quitina y la lectina son otros com-
puestos utilizados para determinar la presen-
cia de mohos en alimentos. El análisis de 
compuestos derivados de su metabolismo, 
como la N-acetil glucosamina, se ha utilizado 
como indicador del grado de contaminación 
fúngica. Sin embargo, los métodos de extrac-
ción y detección de estos compuestos son 
lentos y laboriosos, por lo que su utilidad en 
la detección de mohos toxigénicos es limitada 
(Gourama y Bullerman, 1995; Potts y col., 
2000; Beuchat y Cousin, 2002). En todo caso 
la detección de metabolitos y componentes 
celulares permite detectar mohos en alimen-
tos, pero no es útil en la diferenciación de 
géneros y especies toxigénicas. 
II.6.3. Citometría de flujo 
La citometría de flujo es una técnica 
de análisis celular multiparamétrico cuyo fun-
damento se basa en hacer pasar una sus-
pensión de partículas (generalmente células) 
alineadas y de una en una por delante de un 
haz de láser focalizado. El impacto de cada 
célula con el rayo de luz produce señales 
correspondientes a diferentes parámetros de 
la célula que son recogidos por distintos de-
tectores. Estos convierten dichas señales en 
señales electrónicas que posteriormente se-
rán digitalizadas para permitir la medida si-
multánea de varios parámetros en una misma 
célula. La citometría de flujo se ha utilizado 
para detectar la viabilidad de cultivos de le-
vaduras y mohos sometidos a determinados 
tratamientos térmicos (Bleve y col., 2003; 
Mayoral y col., 2006). Sin embargo, su apli-
cación en alimentos se ha visto limitada por la 
gran cantidad de partículas que estos contie-
nen. Por otra parte, la aplicación de la citome-
tría de flujo en la detección de mohos fila-
mentosos como Alternaria spp., está limitada 
por el hecho de que no presentan una distri-
bución morfológica homogénea, lo que com-
plica el análisis de los resultados (Beuchat y 
Cousin, 2002). 
II.6.4. Métodos inmunológicos 
La detección de componentes protei-
cos mediante métodos inmunológicos se ha 
utilizado para la detección específica de di-
versos géneros y especies fúngicas. La de-
tección de Alternaria spp. por medio de técni-
cas inmunológicas se basa, habitualmente, 
en el desarrollo de anticuerpos frente al pép-
tido Alt a 1, que es el principal alergeno de A. 
alternata y de otras especies de este género 
(Abebe y col., 2006). Entre los métodos in-
munológicos más utilizados para la detección 
de Alternaria spp., destaca la técnica de 
ELISA tipo sándwich. Sin embargo, las técni-
cas inmunológicas se emplean principalmen-
te para analizar el grado de sensibilización de 
la población, ya que Alternaria es uno de los 
géneros fúngicos más implicados en la pro-
ducción de alergias (Asturias y col., 2003, 
2005; Martínez y col., 2006). La utilización de 
estás técnicas para la detección de Alternaria 
spp. en alimentos es limitada debido a la 
existencia de reacciones cruzadas con com-
ponentes de los alimentos o metabolitos fún-
gicos presentes en estos (Schmechel y col., 
2008).
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II.6.5. Métodos cromatográficos 
El estudio del perfil de metabolitos se-
cundarios producidos por Alternaria spp. 
también se ha utilizado para la identificación 
de especies pertenecientes a este género. 
Entre los métodos utilizados con este fin, 
destacan la cromatografía en capa fina (TLC) 
y la cromatografía líquida de alta resolución 
(HPLC) con detector de masas o de array de 
diodos (Samson y col., 2004). La utilización 
de estos métodos analíticos genera un perfil 
metabólico específico para cada especie e 
incluso para cada cepa, por lo que son de 
gran utilidad para la correcta identificación y 
clasificación de las diferentes especies de 
Alternaria. La clasificación de las especies de 
Alternaria según su perfil metabólico se reali-
za habitualmente mediante la elaboración de 
dendrogramas basados en la producción o no 
producción de determinados metabolitos se-
cundarios (Andersen y col., 2001, 2002, 
2008, 2009; Simmons, 2007). De este modo, 
la utilización conjunta del análisis morfológico 
y de los metabolitos producidos, permite rea-
lizar una clasificación adecuada de las dife-
rentes especies de Alternaria aisladas de 
alimentos. 
El análisis de los metabolitos produci-
dos por Alternaria spp. resulta eficaz cuando 
la extracción de estos se realiza a partir de 
medios de cultivo, donde las condiciones de 
crecimiento del moho están controladas. Sin 
embargo, la identificación y clasificación de 
las especies de Alternaria en alimentos es 
más compleja ya que las condiciones am-
bientales son muy variables, y modifican la 
producción de los metabolitos secundarios. 
II.7. DETECCIÓN DE ALTERNARIA SPP. 
EN ALIMENTOS MEDIANTE TÉCNICAS 
GENÉTICAS 
La detección y caracterización de Al-
ternaria spp. basada en sus características 
fenotípicas presenta el inconveniente de que 
su expresión depende de las condiciones de 
crecimiento como la temperatura, el pH, la 
actividad de agua o la disponibilidad de nu-
trientes, entre otros factores. 
Las técnicas genéticas se basan en el 
reconocimiento específico de fragmentos de 
ácidos nucleicos presentes en los seres vi-
vos. La principal ventaja de las técnicas ge-
néticas sobre los métodos de identificación 
fenotípica es que no se ven afectadas por las 
condiciones ambientales y no dependen de la 
interpretación, a veces subjetiva, de las ca-
racterísticas morfológicas (Niessen, 2007). 
Entre las técnicas genéticas, las ba-
sadas en la reacción en cadena de la polime-
rasa (PCR) son, sin duda, las más utilizadas 
para el análisis de mohos toxigénicos en los 
alimentos y constituyen una alternativa impor-
tante a las técnicas de cultivo tradicionales 
(Zur y col., 2002; Niessen, 2007). Los méto-
dos basados en PCR empleados con mayor 
frecuencia para la identificación de Alternaria 
spp. en alimentos incluyen la secuenciación 
(PCR-secuenciación), el análisis del polimor-
fismo del ADN amplificado con cebadores 
arbitrarios (RAPD), el análisis del polimorfis-
mo en la longitud de fragmentos de restric-
ción de regiones amplificadas por PCR (PCR-
RFLP), el análisis del polimorfismo en la lon-
gitud de los fragmentos amplificados (AFLP) 
y la amplificación de fragmentos de genes 
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mediante el empleo de cebadores específi-
cos. 
A continuación se detallan las princi-
pales técnicas genéticas aplicadas a la de-
tección de Alternaria spp. en alimentos. 
II.7.1. Secuenciación de los fragmentos de 
ADN amplificados por PCR (PCR-
secuenciación) 
Este método de identificación consiste 
en la amplificación de un determinado frag-
mento de un gen por PCR y su posterior se-
cuenciación. Mediante el análisis de las se-
cuencias obtenidas se pueden identificar dife-
rencias interespecíficas que permiten diferen-
ciar las especies de Alternaria estudiadas. 
Actualmente, los métodos de secuen-
ciación más utilizados son la secuenciación 
manual por el método enzimático de termina-
ción de cadena de Sanger y la secuenciación 
automática. El método de Sanger se basa en 
la utilización de isótopos radioactivos y auto-
rradiografías de gel para la secuenciación del 
ADN, mientras que la secuenciación automá-
tica se realiza mediante el empleo de com-
puestos fluorescentes. La secuenciación por 
fluorescencia permite automatizar el proceso 
y aumentar el número de nucleótidos que se 
pueden determinar en cada reacción. Recien-
temente han surgido diversas técnicas alter-
nativas de secuenciación de ADN como la 
pirosecuenciación, la secuenciación por na-
noporos o la secuenciación por hibridación 
(SBH) (Shendure y col., 2008; Voelkerding y 
col., 2009). No obstante, a pesar de los últi-
mos avances producidos en los equipos y 
metodologías, la secuenciación de fragmen-
tos de ADN amplificados por PCR sigue sien-
do una herramienta analítica relativamente 
costosa como técnica de análisis rutinaria. 
La técnica de PCR-secuenciación es 
muy útil en la elaboración de estudios filoge-
néticos con el fin de realizar una clasificación 
correcta de las especies de Alternaria. Pryor 
y Gilbertson (2000) utilizaron el espaciador 
interno de la transcripción (ITS) y el gen que 
codifica la subunidad mitocondrial pequeña 
(mt SSU) del ADN ribosómico (ADNr) para la 
secuenciación del ADN de 18 especies de 
Alternaria, clasificando las especies en cuatro 
grupos diferenciados: A. alternata, A. brassi-
cicola, A. porri y A. radicina. La clasificación 
de las especies de Alternaria en estos cuatro 
grupos principales coincidía con la obtenida a 
partir del estudio de las características morfo-
lógicas. 
Bensassi y col. (2009) utilizaron ce-
badores diseñados en el ITS para la detec-
ción de Alternaria spp. en granos de trigo 
alterados. Los fragmentos de ADN obtenidos 
a partir de los granos de trigo contaminados 
se secuenciaron. El análisis de estos frag-
mentos permitió identificar la presencia de A. 
alternata, A. tenuissima y A. japonica en las 
muestras contaminadas. 
Los genes que codifican la gliceralde-
hído-3-fosfato deshidrogenasa (gpd) y el Alt a 
1, también se han utilizado en la realización 
de estudios filogenéticos de las especies de 
Alternaria (Cramer y Lawrence, 2003; Hong y 
col., 2005). En estos estudios las especies de 
Alternaria se clasificaron en cinco grupos 
principales: A. alternata, A. infectoria, A. radi-
cina, A. porri y A. brassicicola. 
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II.7.2. Análisis del polimorfismo del ADN 
amplificado con cebadores arbitrarios 
(RAPD) 
La técnica de RAPD (Random Ampli-
fied Polymorphic DNA) se basa en la amplifi-
cación simultánea de múltiples fragmentos de 
ADN mediante PCR, utilizando para ello ce-
badores de cadena corta cuya secuencia se 
escoge al azar. Estos cebadores hibridan de 
manera inespecífica y aleatoria en diferentes 
lugares del genoma, lo que permite la amplifi-
cación de fragmentos polimórficos de ADN. El 
número y tamaño de los fragmentos amplifi-
cados a partir de un determinado ADN se 
mantiene constante siempre que se utilice el 
mismo cebador y se haga el análisis en las 
mismas condiciones. De este modo, los perfi-
les obtenidos mediante RAPD son muy útiles 
para determinar relaciones taxonómicas in-
traespecíficas y para estudios epidemiológi-
cos. 
La principal ventaja de esta técnica es 
que no es necesario conocer previamente las 
secuencias de ADN que se pretenden ampli-
ficar. Asimismo, permite examinar un gran 
número de polimorfismos en el ADN lo cual 
resulta de gran utilidad para llevar a cabo la 
identificación de especies íntimamente rela-
cionadas y especies que presentan un bajo 
nivel de variabilidad genética. El mayor in-
conveniente de la técnica de RAPD reside en 
la dificultad de obtener resultados reproduci-
bles, por lo que la amplificación ha de des-
arrollarse bajo condiciones estrictamente 
controladas y estandarizadas. Además, la 
técnica de RAPD no permite identificar el 
ADN de un determinado organismo en mez-
clas complejas de ADN, lo que limita su apli-
cación para la detección de Alternaria spp. en 
alimentos (Edel y col., 1997). 
Roberts y col. (2000) analizaron la va-
riabilidad molecular de especies del grupo de 
A. alternata, pudiendo diferenciar molecular-
mente A. alternata, A. gaisen, A. longipes y A. 
tenuissima. Por otra parte, Pryor y Gilbertson 
(2002) observaron una variabilidad genética 
mínima entre A. radicina, A. carotiincultae y 
A. petroselini.  
La técnica de RAPD también se ha 
utilizado en estudios epidemiológicos y de 
variabilidad genética de las especies de Al-
ternaria causantes de enfermedades en ve-
getales. En cuanto a los estudios epidemioló-
gicos, esta técnica se ha utilizado para identi-
ficar a A. alternata y A. tenuissima como las 
especies causantes de determinadas enfer-
medades en las parras (Polizzotto y col., 
2012). Lourenço y col. (2011) encontraron 
una variabilidad genética significativa entre 
las cepas de A. solani causantes del tizón 
temprano en tomate y patata, pudiendo dife-
renciar las cepas aisladas del tomate y de la 
patata. En otros estudios, utilizando la técnica 
de RAPD, se llevó a cabo la identificación de 
especies de Alternaria causantes de enfer-
medades en crucíferas, manzana, zanahoria 
y pistacho (Serdani y col., 1997; Sharma y 
Tewari, 1998; Pryor y Gilbertson, 2001; Pryor 
y Michaliades, 2002; Rogers y Stevenson, 
2007; Park y col., 2008). 
La variabilidad genética presente en-
tre las especies de Alternaria patógenas de 
plantas, también se ha estudiado mediante 
técnicas de RAPD. Diversos estudios, han 
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demostrado la presencia de diferentes cepas 
de A. alternata causantes de enfermedades 
en cítricos (Peever y col., 2002; Dini-Andreote 
y col., 2009; Kakvan y col., 2009). Santha y 
col. (2009) aislaron también diferentes cepas 
de A. helianthi de girasoles alterados. 
II.7.3. Análisis del polimorfismo en la lon-
gitud de los fragmentos de restricción de 
regiones amplificadas por PCR (PCR-
RFLP) 
La técnica de PCR-RFLP se basa en 
la amplificación de fragmentos de ADN espe-
cíficos mediante PCR y su posterior trata-
miento con enzimas de restricción, que los 
cortan en fragmentos más pequeños. Las 
diferencias existentes en la secuencia nucleo-
tídica entre las distintas especies estudiadas, 
darán lugar a fragmentos de diferentes tama-
ños que se examinan mediante electroforesis. 
Esta técnica ha sido ampliamente utilizada 
para la identificación de diferentes especies y 
cepas fúngicas. Su utilidad en la diferencia-
ción de mohos toxigénicos está limitada al 
conocimiento previo de los perfiles de frag-
mentos de restricción de especies o cepas 
toxigénicas con las que se puedan comparar 
los perfiles obtenidos.  
Diguta y col. (2011) desarrollaron una 
técnica de PCR-RFLP para la detección de 
diferentes especies fúngicas en uvas. La de-
tección de A. alternata se llevó a cabo me-
diante la amplificación de un fragmento de 
570 pb en el ITS, seguida de la restricción 
con las endonucleasas HaeIII y SduI. 
La variabilidad intraespecífica de las 
cepas de A. alternata responsables del tizón 
temprano en pistacho se ha estudiado utili-
zando una técnica de PCR-RFLP. Así, Pryor 
y Michailides (2002) sometieron un fragmento 
de 2700 pb del espaciador intergénico (IGS) 
a la digestión con las enzimas de restricción 
RsaI, MboI, HinfI, HaeIII y AluI, permitiendo la 
diferenciación de diferentes cepas de A. al-
ternata. Asimismo, Aradhya y col. (2001) dife-
renciaron varias cepas de A. alternata me-
diante la digestión enzimática con HindIII, 
EcoRI y XbaI de un fragmento de ADN ampli-
ficado en el gen Alt a 1. 
II.7.4. Análisis del polimorfismo en la lon-
gitud de los fragmentos amplificados 
(AFLP) 
La técnica de AFLP se basa en la 
amplificación selectiva de fragmentos de ADN 
previamente obtenidos mediante digestión 
con enzimas de restricción. Es específica y 
reproducible al usar cebadores complementa-
rios que se ligan a los extremos de los frag-
mentos de ADN digeridos. Las diferencias 
existentes en la secuencia nucleotídica darán 
lugar a un patrón de bandas específico para 
cada cepa analizada. La técnica de AFLP es 
una herramienta útil para la identificación de 
especies y subespecies de mohos filamento-
sos (Chulze y col., 2000; Perrone y col., 
2006). Las ventajas de esta técnica son los 
elevados niveles de polimorfismo que puede 
detectar, su mayor reproducibilidad en com-
paración con la técnica de RAPD, y el hecho 
de que se puede automatizar (Aarts y Keijer, 
1999). 
Somma y col. (2011) desarrollaron 
una técnica de AFLP para identificar y clasifi-
car cepas de Alternaria aisladas de tomates 
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frescos y pasta de tomate. Las cepas de Al-
ternaria aisladas se clasificaron en cuatro 
grupos de especies: A. alternata, A. tenuissi-
ma, A. arborescens y A. infectoria. Sin em-
bargo, en este estudio no se encontraron 
diferencias significativas entre las especies 
incluidas en los grupos de A. alternata y A. 
tenuissima. De forma similar, Hong y col. 
(2006) clasificaron también las cepas de Al-
ternaria aisladas de nueces y avellanas en 
cuatro grupos, no obteniendo deferencias 
entre los grupos de A. alternata y A. tenuis-
sima. Gannibal y col. (2007) detectaron una 
baja variabilidad nucleotídica entre las cepas 
de A. tenuissima aisladas de granos de trigo. 
Por último, cabe destacar que en todos los 
estudios descritos anteriormente se utilizaron 
las enzimas de restricción EcoRI y MseI. 
II.7.5. PCR con cebadores específicos 
Una de las estrategias más común-
mente utilizadas en las técnicas de PCR apli-
cadas a la identificación de especies, consis-
te en el diseño de cebadores específicos para 
la amplificación selectiva de fragmentos de 
ADN a partir de diferentes organismos. 
Para el diseño de cebadores específi-
cos es necesario disponer de marcadores 
genéticos con un grado de variabilidad inter-
específica adecuado. El ADN ribosómico 
constituye una diana apropiada para la locali-
zación de secuencias específicas de especie, 
debido a su abundancia y a que posee regio-
nes con diferentes grados de variabilidad 
intra e interespecífica, suficientes para dife-
renciar géneros, especies o cepas de una 
misma especie. Concretamente, los espacia-
dores internos de la transcripción, ITS1 e 
ITS2, se han empleado con frecuencia para 
la detección e identificación de especies de 
Alternaria en alimentos. Así, Zur y col. (1999) 
diseñaron cebadores en el ITS para la detec-
ción específica de Alternaria spp. en tomate y 
derivados. Posteriormente, estos investigado-
res desarrollaron una técnica de PCR para la 
detección específica de A. alternata y A. so-
lani en granos de cereales (Zur y col., 2002).  
Konstantinova y col. (2002) desarro-
llaron una técnica de PCR utilizando cebado-
res especie-específicos diseñados en el ITS, 
para la detección de A. alternata, A. radicina 
y A. dauci en zanahorias, ya que son las es-
pecies asiladas principalmente en este tipo 
de alimentos. Estos investigadores también 
desarrollaron una técnica de RAPD-PCR, con 
la que obtuvieron los mismos resultados. 
En comparación con otras técnicas 
genéticas alternativas como el método de 
PCR-secuenciación o los ensayos de PCR-
RFLP, la técnica de PCR con cebadores es-
pecíficos ofrece las ventajas de ser más rápi-
da y útil para el análisis de un elevado núme-
ro de muestras. Su principal inconveniente 
radica en la necesidad de conocer previa-
mente las secuencias de las especies que se 
pretenden diferenciar, a fin de poder diseñar 
oligonucleótidos específicos para cada una 
de ellas. 
II.7.6. PCR en tiempo real 
En la actualidad, los ensayos de PCR 
que se desarrollan en varios pasos, desde la 
amplificación del material genético al análisis 
de los productos resultantes, están evolucio-
nando hacia procedimientos más rápidos y 
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automatizados en un solo tubo. Estos avan-
ces en las técnicas de PCR se basan en la 
utilización de equipos con un sistema de de-
tección espectrofluorimétrica, que permiten 
identificar en tiempo real el producto de am-
plificación generado. 
En los últimos años, se han descrito 
varios tipos de ensayos de PCR en tiempo 
real, que se pueden dividir en dos grandes 
grupos: sistemas no específicos y específi-
cos. Los sistemas no específicos detectan la 
presencia o ausencia de amplicones, pero no 
proporcionan información sobre la identidad 
de los productos generados. En este tipo de 
ensayos se incluyen, por ejemplo, los que 
utilizan agentes intercaladores fluorescentes 
de la doble cadena de ADN como el bromuro 
de etidio y el SYBR® Green. En los sistemas 
específicos se emplean diversos tipos de 
sondas fluorescentes (TaqMan®, FRET, Mo-
lecular Beacons y Scorpions), que hibridan 
específicamente en la secuencia del ADN 
diana. Dentro de los sistemas específicos, las 
sondas de hibridación tipo TaqMan® son las 
más utilizadas (Fredlund y col., 2010; Passo-
ne y col., 2010; Kulik y col., 2011; Rodríguez 
y col., 2012). 
A pesar del elevado número de traba-
jos publicados que emplean la técnica de 
PCR en tiempo real para la detección de es-
pecies fúngicas en alimentos (Mulé y col., 
2006; Gil-Serna y col., 2009; González-
Salgado y col., 2009; Fredlund y col., 2010; 
Castellá y Cabañes, 2011; Rodríguez y col., 
2011, 2012; Atoui y col., 2012) la aplicación 
de esta técnica para la detección de Alterna-
ria spp. ha sido muy escasa. Hasta el mo-
mento, los únicos trabajos publicados son los 
desarrollados por Guillemette y col. (2004) y 
Andersen y col. (2006). 
Guillemette y col. (2004) desarrollaron 
una técnica de PCR en tiempo real con 
SYBR® Green para detectar y cuantificar ADN 
de A. brassicae en muestras de crucíferas. 
Para ello emplearon parejas de cebadores 
especie-específicos diseñados en el gen que 
codifica la péptido sintetasa no ribosomal 
(NRPS) y la proteína ABC (ATP-binding cas-
sette). Además, estos investigadores emplea-
ron como control endógeno una pareja de 
cebadores diseñados en el ITS para la detec-
ción de especies fúngicas. 
Andersen y col. (2006) utilizaron tam-
bién SYBR® Green para la detección de Al-
ternaria spp. en muestras de manzana. Los 
cebadores diseñados en el gen de la AM-
toxina permitieron la amplificación y cuantifi-
cación del ADN de las cepas de Alternaria 
aisladas de las muestras de manzana. Ade-
más, en este trabajo se determinó el modelo 
de esporulación de las cepas de Alternaria 
aisladas y se analizaron los metabolitos se-
cundarios producidos. Teniendo en cuenta 
los resultados obtenidos, las cepas de Alter-
naria aisladas por Andersen y col. se clasifi-
caron dentro del grupo de A. tenuissima. 
La técnica de PCR en tiempo real 
presenta numerosas ventajas para el análisis 
rutinario de contaminación fúngica en alimen-
tos. Por ejemplo, el tiempo necesario para 
obtener los resultados se reduce, al no reque-
rir el análisis electroforético posterior de los 
productos de PCR. Además, al realizarse 
todo el proceso en el mismo tubo, se minimi-
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zan las posibilidades de contaminación con 
ADN exógeno y se facilita la automatización. 
Por otra parte, esta técnica no solo propor-
ciona resultados cualitativos (presencia o 
ausencia de la secuencia diana), sino que 
también cuantifica, permitiendo calcular la 
cantidad inicial de ADN fúngico y, por tanto, 
estimar el nivel de contaminación de mohos 
productores de micotoxinas de una muestra 
analizada. Además, esta técnica de PCR es 
más sensible y rápida que la de PCR con-
vencional. No obstante, el mayor inconve-
niente de estos sistemas es su elevado coste 
en comparación con otros métodos de PCR 
como la técnica de PCR convencional con 
cebadores específicos. 
II.7.7. PCR con transcriptasa inversa (RT-
PCR) 
Disponer de técnicas rápidas para la 
detección precoz de mohos viables presentes 
en las materias primas permitiría a las indus-
trias alimentarias rechazar lotes de materias 
primas que no cumplan los parámetros de 
calidad y seguridad definidos, así como esta-
blecer medidas correctoras que eviten la for-
mación de micotoxinas en fases posteriores y 
su presencia en los productos finales. Te-
niendo en cuenta que el ARN se degrada 
poco tiempo después de la muerte celular, la 
técnica que hoy en día ofrece un mayor po-
tencial para la detección y/o discriminación de 
las células viables y no viables es la de RT-
PCR, que emplea la transcriptasa inversa en 
la primera etapa de la amplificación (Herman, 
1997). La técnica de RT-PCR se basa en la 
transcripción del ARN a ADNc por medio de 
la transcriptasa inversa y posterior amplifica-
ción específica de los fragmentos de ADNc 
obtenidos (Sheridan y col., 1998; Hierro y 
col., 2006). 
La técnica de RT-PCR se ha utilizado 
para relacionar la detección de ARN fúngico 
con la producción de micotoxinas. Diversos 
investigadores han relacionado la detección 
de ARN de mohos toxigénicos como Fusa-
rium y Aspergillus con la presencia de fumo-
nisinas y aflatoxinas en diversos alimentos 
(Scherm y col., 2005; López-Errasquín y col., 
2007; Degola y col., 2009; de Oliveira y col., 
2011; Vegi y col., 2011). Además, esta técni-
ca se ha utilizado para estudiar la influencia 
de las condiciones de crecimiento fúngico en 
la expresión de los genes implicados en la 
producción de micotoxinas (Kale y col., 2007; 
Jurado y col., 2008; Taylor y col., 2008; Marín 
y col., 2010). 
II.7.8. Microarrays de ADN 
Los microarrays de ADN son disposi-
tivos consistentes en un gran número de 
fragmentos de ADN de una sola hebra (son-
das), ordenados en dos dimensiones y unidos 
a la superficie de un pequeño soporte sólido. 
Los ácidos nucleicos de las muestras a anali-
zar se marcan y se incuban sobre la matriz 
con las sondas, produciéndose la hibridación 
de las secuencias homólogas. Así, el material 
genético marcado, se une a su complementa-
rio inmovilizado en el soporte del chip, permi-
tiendo la identificación del ADN presente en 
la muestra. Finalmente, el escáner y las 
herramientas informáticas permiten interpre-
tar y analizar los datos obtenidos. La principal 
ventaja de esta tecnología reside en la posibi-
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lidad de analizar simultáneamente miles de 
genes. 
Los microarrays se han utilizado para 
estudiar la expresión de genes relacionados 
con la síntesis de micotoxinas. Kristensen y 
col. (2007) utilizaron los microarrays de ADN 
para detectar catorce especies patógenas de 
Fusarium productoras de tricotecenos y moni-
liformina. Schmidt-Heydt y Geisen (2007) 
desarrollaron un sistema de microarrays para 
detectar e identificar la ruta de biosíntesis de 
fumonisinas, aflatoxinas, ocratoxina A, patuli-
na y tricotecenos. Lezar y Barros (2010) iden-
tificaron 32 especies de mohos toxigénicos 
aislados de alimentos mediante el desarrollo 
de una serie de microarrays. La fiabilidad de 
estos ensayos puede incrementarse al incluir 
fragmentos genéticos específicos de espe-
cies y secuencias con información filogenéti-
ca de las especies potencialmente producto-
ras, conjuntamente con genes esenciales 
involucrados en la biosíntesis de micotoxinas. 
La técnica de microarrays es más rápida y 
versátil que las técnicas de PCR convencio-
nal y PCR en tiempo real. Sin embargo, esta 
técnica requiere una gran inversión inicial en 
el desarrollo del sistema y la puesta a punto 
de cada biochip y necesita disponer de per-
sonal entrenado en su uso. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CAPÍTULO III 
Results and Discussion 
(Published articles) 

III. RESULTS AND DISCUSSION   71  
 
 
III.1. DETECTION AND IDENTIFICATION OF ALTERNARIA SPP. IN FOODSTUFFS BY 
PCR TECHNIQUES 
 
 III.1.1. PCR USING GENUS-SPECIFIC AND GROUP-SPECIFIC PRIMERS 
 
• PCR detection and identification of Alternaria species-groups in processed foods 
based on the genetic marker Alt a 1 
 
  
     
 
 
 
 
 
 
III.1.2. PCR USING GENUS-SPECIFIC PRIMERS 
 
• PCR detection of Alternaria spp. in processed foods, based on the Internal 
Transcribed Spacer genetic marker 
 
 
 
Food Control 
 Volume 21, pages 1745-1756, 2010 
Journal of Food Protection 
Volume 74, pages 240-247, 2011 

III. RESULTS AND DISCUSSION   73  
 
74   III. RESULTS AND DISCUSSION 
 
III. RESULTS AND DISCUSSION   75  
 
 
                                   1        AraDAlta1→    AaltDAlta1→   AsolDAlta1→   AinfDAlta1→                           Dir3Alta1→                                                               165 
    
A. carontiincultae (AY563287)  .......................---........................CCCGCCAGGACAACGCT.................CGAGGGTGACTATGTCTGGAAG.....................C..........................A....CTTCAA 
A. radicina        (AY563286)  .......................---........................CCCGCCAGGACAACGCT.................CGAGGGTGACTATGTCTGGAAG.....................C..........................A....CTTCAA 
A. petroselini     (AY563288)  .......................---................C.......CCCGCCAGGACAACGCT.................TGAGGGTGACTATGTCTGGAAGG....................C..........................A..A.CTTCAA 
A. smyrnii         (AY563289)  .........T.............---................C.......CCCGCCAGGACAACGCT.................TGAGGGTGACTATGTCTGGAAGG....................C..........................A..A.CTTCAA 
A. alternata       (AY563301)  .......................---.......T..T.........................CCGCATCCTGCCCTGTCA.C..TGAGGGTGACTATGTCTGGAAG........A.................G..A......................GCTTCAA 
A. tenuissima      (AY563302)  .......................---.......T..T.........................CCGCATCCTGCCCTGTCA.C..TGAGGGTGACTATGTCTGGAAG........A.................G..A......................GCTTCAA 
A. arborescens     (AY563303)  .......................---.......T..T.........................CCGCATCCTGCCCTGTCA.C..TGAGGGTGACTATGTCTGGAAG..T.....A.................G..A......................GCTTCAA 
A. longipes        (AY563304)  .......................---..........T.........................CCGCATCCTGCCCTGTCA....CGAGGGTGACTATGTCTGGAAG..........................G.........................GCTTCAA 
A. dauci           (AY563292)  ..................C....---....T.....T............A............CCGCATCCTGCCCCGTCT.C..CCAGGGTGACTACGTCTGGAAG.....................................................CTTCAA 
A. tagetica        (AY563297)  ..................C....---....T.....T............A............CCGCATCCTGCCCCGTCT.C..CCAAGGTGACTACGTCTGGAAG.....................................................CTTCAA 
A. solani          (AY563299)  ..................C....---....T.....T............A............CCGCATCCTGCCCCGTCT.C..CCAGGGTGACTACGTCTGGAAG..........................C..........................CTTCAA 
A. porri           (AY563296)  .................TC....---....T.....T............A............CCGCATCCTGCCCCGTCT.C..CCAGGGTGACTACGTCTGGAAG..........................C..........................CTTCAA 
A. metachromatica  (AY563285)  T...........T.......C.G---.....AG......A.........G.C.......T.GCCGCATCCTGCCCAGTTG....CCAGGGTGACTACGTCTGGAAG......A.C....T..................................T...GCTTCAA 
A. oregonensis     (AY563283)  T...........T.......C.G---.....AG......A.........G.C.......T.GCCGCATCCTGCCCAGTTG....CCAGGGTGACTACGTCTGGAAG......A.C....T..................................T...GCTTCAA 
A. conjuncta       (AY563281)  T...........T.......C.G---.....AG......A.........G.C.......T.GCCGCATCCTGCCCAGTTG....CCAGGGTGACTACGTCTGGAAG......A.C....T..................................T...GCTTCAA 
A. cetera          (AY563278)  ....T..C....T.......C.GGTG...T.AG......A..C......GAC.......T..CCGCATCCTGCCCAGTTG.C..TCAAGGTGACTACGTATGGAAG.............CT.................................T...GCTTCAA 
Consensus                      CTCTCTCTTCGCCGCCGCTGGCCnnnTTGCCGCCGCcGCTCCTCTCGAGtCtCGCCAGGACAaCGCATCCTGCCCtGTCgCtACCcAGGGTGACTACGTCTGGAAGATCTCCGAgTTCTACGGACGCAAGCCtGAGGGAACCTACTACAACAGCcTCGGCTTCAA 
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A. carontiincultae (AY563287)  CATCAAGGCCACCAAC..C........................-..T..T...........C...........................GAGAACAGCTTCATGGACTTCTCCTT..............AA.........T..........C......A...... 
A. radicina        (AY563286)  CATCAAGGCCACCAAC..C........................-..T..T...........C...........................GAGAACAGCTTCATGGACTTCTCCTT..............AA.........T..........C......A...... 
A. petroselini     (AY563288)  CGTCAAGGCCACCAAT..C.....T..T....A..........-T.A.CT...........C...........................GAGAACAGCCTCATGGACTTCTCCTT..............AA.........T........................ 
A. smyrnii         (AY563289)  CGTCAAGGCCACCAAT..C.....T.......A...T......-T.A.CT...........C...........................GAGAACAGCCTCATGGACTTCTCCTT..............AA.........T........................ 
A. alternata       (AY563301)  CATCAAGGCCACCAAC...........................-..TC.......T..........................C..T...GAGAACAGCTTCATGGACTTCTCTTT...........................G...........T.......... 
A. tenuissima      (AY563302)  CATCAAGGCCACCAAC...........................-..TC.......T..........................C..T...GAGAACAGCTTCATGGACTTCTCTTT...........................G...........T.......... 
A. arborescens     (AY563303)  CATCAAGGCCACCAAC...........................-..TC.......T..........................C..T...GAGAACAGCTTCATGGACTTCTCTTT...........................G...........T.......... 
A. longipes        (AY563304)  CATCAAGGCCACCAAC........A..............T...CA.TC..-.....................CT...............GAGAACAGCTTCATGGACTTCTCTTT...........................G...........T.......... 
A. dauci           (AY563292)  CATCAAGGCCACCAAC........T..................-..C.T..................T.....................GAGAACAGCTTCATGGACTTCTCTTT..................C........G.G.................... 
A. tagetica        (AY563297)  CATCAAGGCCACTAAC........T..................-..C.C........................................GAGAACAGCTTCATGGACTTCTCTTT..................C........G.G.................... 
A. solani          (AY563299)  CATCAAGGCCACCAAC........T..................-..C.C........................................GAGAACAGCTTCATGGACTTCTCTTT..................C........G...................... 
A. porri           (AY563296)  CATCAAGGCCACCAAC........T..................-..C.C............C...........................GAGAACAGCTTCATGGACTTCTCTTT...........................G...................... 
A. metachromatica  (AY563285)  CATCAAGGCTACCAAC.....T.............A.......-T.CC.A..................A......TT............GAGAACAGCTTCATCGACTTCGCTTT.TCA........T.....C...A..A........GGT............. 
A. oregonensis     (AY563283)  CATCAAGGCTACCAAC.....T.............A.......-T.CC.A..................A......TC............GAGAACAGCTTCATCGACTTCGCTTT.TCA........T.........A..A........GGT........A.... 
A. conjuncta       (AY563281)  CATCAAGGCTACCAAC.....T.............A.......-T.CC.A.................TA......TC............GAGAACAGCTTCATCGACTTCGCTTT.TCA........T.........A..A........GGT............. 
A. cetera          (AY563278)  CATCAAGGCTACCAAC.....T.....................-..TC.A..................A......TC...C........CCGAACAGCTTCATCAGCTTCGCTTT.TCA.........GAT......A.TA........GGA............. 
Consensus                      CATCAAGGCCACCAACGGAGGAACcCTCGACTTCACCTGCTCTngCntagGCCGACAAGCTTGAGGACCACAAGTGGTACTCTTGCGGCGAGAACAGCTTCATGGACTTCTCTTTCGACAGCGACCGCAGCGGTCTGCTCcTcAAGCAGAAgGTCAGCGACGAGT 
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A. carontiincultae (AY563287)  ....CT.AT...A.....-...A.A.C.A..TT.A....................TTT....C............C..T..A..CATTCCTAGCTACTGCCGCG........... 
A. radicina        (AY563286)  ....CT.AT...A.....-...A.A.C.A..TT.A....................TTT....C............C..T..A..CATTCCTAGCTACTGCCGCG........... 
A. petroselini     (AY563288)  ....CT.AT...A.GT..-...C.A.C.A..TT.G....................TTT....C..................A..CATTCCCAGCTACTGCCGCG..........T 
A. smyrnii         (AY563289)  ....CT.AT...A.GT..-...C.A.C.A..GT.G..........G.........TTT....C......C...........G..CATTCCCAGCTACTGCCGCG....T...... 
A. alternata       (AY563301)  .....AC..TTG......C..T.........G..................A.TC..--.....................G......TTCCCAACTACTGCCGCG.T......... 
A. tenuissima      (AY563302)  .....AC..TTG......C..T.........G..................A.TC..--.....................G......TTCCCAACTACTGCCGCG.T......... 
A. arborescens     (AY563303)  .....A...TTG......C..T.........G..................A..C..--.....................G......TTCCCAACTACTGCCGCG.T......... 
A. longipes        (AY563304)  .....AC..TTG......C..T.........G.................CA.TC..--...........C.........G......TTCCCAACTACTGCCGCG.T......... 
A. dauci           (AY563292)  .....GC..T.G.G.T..TC.C...C.TTT.C...G............TC..T...--...........C.....C..........TCCCCAACTACTGCCGCG.T......... 
A. tagetica        (AY563297)  .....GC..T.GCG.T..T..C.....TTT.C................TC..T...--...........C.....C..........TCCCCAACTACTGCCGCG.T......... 
A. solani          (AY563299)  .....GC....GCG.T..TC.C...C.TTT.C................GC..T...--...........C.....C..........TTCCCAACTACTGCCGCG.T......... 
A. porri           (AY563296)  .....GC..T.GCG.T..TC.C...C.TTT.C................T.C.G...--...........C................TTCCCAACTACTGCCACG.T......... 
A. metachromatica  (AY563285)  .....C.T......T...T....G.GCG.TCCG....A..T.G..........CT--C...C............G...........TTCCCAGCTACTGCCGTG....T..C... 
A. oregonensis     (AY563283)  ....----..........T....G.GCG.TCCG....A..T.G..........CT--C...C............G...........TTCCCAGCTACTGCCGTG....T..C... 
A. conjuncta       (AY563281)  .....T.T.....G....T....G.GCA.TTCG....A-.T.G........C..T--C..TC............G...........TTCCCAGCTACTGCCGTG....T..C... 
A. cetera          (AY563278)  .....C.T........C.C....G.A.T..TTG....A..G.T.......CCT.TA-C...C............GC..T.....C.TTCCCAACTACTGCCATG....T..A..T 
Consensus                      AAGTTntcCcCatACcTTnGAaTACttcgcAnaTTCAGATATACTAACATtTctCcn-AGCATCACCTAtGTCGCtACCACCACTCTTCCCAaCTACTGCCGCGCcGGCGGTAAC 
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IV.1. IDENTIFICACIÓN Y ANÁLISIS 
MORFOLÓGICO DE LAS CEPAS 
FÚNGICAS 
El desarrollo de métodos para la de-
tección de Alternaria spp. en alimentos exige 
disponer de un número aceptable de cepas 
de Alternaria así como de otras especies 
fúngicas aisladas de alimentos. Para ello se 
utilizaron cepas fúngicas procedentes de 
distintas Colecciones de Cultivos Tipo, prefe-
rentemente aisladas de matrices alimenta-
rias (Tabla 8). Las cepas fúngicas proceden-
tes de colecciones de cultivos se sembraron 
en placas que contenían agar extracto de 
malta (MEA) y se incubaron a 25 ºC durante 
7 días. Además, las cepas de Alternaria se 
sembraron en placas de agar patata dextro-
sa (PDA), que se incubaron en las mismas 
condiciones que las anteriores, y en placas 
de agar patata zanahoria (PCA), las cuales 
se incubaron a 25 ºC con alternancia de luz 
(12 horas de luz y 12 de oscuridad) durante 
7 días. El análisis morfológico y del modelo 
de esporulación mediante microscopio y 
estereomicroscopio permitió confirmar la 
identidad de las cepas fúngicas procedentes 
de las colecciones (Ellis y Ellis, 1997; Sam-
son y col., 2004; Samson y Frisvad, 2004; 
Simmons, 2007). 
Para conseguir el aislamiento de ce-
pas de Alternaria a partir de alimentos, se 
sembraron muestras de manzana, pera, ci-
ruela, tomate, rama de tomate, judías ver-
des, coles de Bruselas, cebolla, avellana, 
granos de trigo y zanahoria, previamente 
desinfectadas con hipoclorito sódico al 
0,4 %, en agar V-8 (zumo vegetal, Camp-
bell), PDA, MEA, PCA, PCA con cicloheximi-
da (PCA-c) y PCA con manganeso (PCA-
Mn, Sorensen y col., 2009). Las placas sem-
bradas se incubaron a 25 ºC durante 7 días. 
Al analizar las características morfológicas y 
fisiológicas de los hongos que se desarrolla-
ron en los diferentes medios, se observó el 
crecimiento de especies pertenecientes a los 
géneros Acremonium, Alternaria, Aspergillus, 
Chalaropsis, Cladosporium, Fusarium, Peni-
cillium, Phoma, Rhizopus y Trichoderma 
(Tabla 9, Figura 6) (Ellis y Ellis, 1997; Sam-
son y col., 2004; Samson y Frisvad, 2004; 
Simmons, 2007). Únicamente se aislaron 
cepas de Alternaria a partir de los granos de 
trigo y las ramas de tomate sembradas en 
los medios PCA-c y PCA-Mn. Se aislaron 11 
cepas de Alternaria (diez a partir de los gra-
nos de trigo y una de las ramas de tomate) y, 
con ayuda del estereomiroscopio y micros-
copio, se clasificaron en tres grupos (A. ar-
borescens, A. infectoria y A. tenuissima) 
según el modelo de esporulación y las carac-
terísticas morfológicas (Tabla 9, Figura 7) 
(Andersen y col., 2002; Simmons, 2007). La 
cepa de Alternaria aislada a partir de las 
ramas de tomate no se pudo clasificar en 
ningún grupo, ya que se observó la presen-
cia simultánea de dos tipos de esporulación 
y, por lo tanto, dos especies de Alternaria 
diferentes. 
IV.2. DESARROLLO DE TÉCNICAS 
GENÉTICAS DE PCR CON CEBADORES 
ESPECÍFICOS PARA LA IDENTIFICACIÓN 
DE ALTERNARIA SPP. 
La metodología convencional utiliza-
da para la identificación de mohos en los 
alimentos se basa en la siembra de las 
muestras en placas de agar selectivo. Sin
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Tabla 8. Cepas fúngicas de referencia utilizadas en este trabajo. 
Especie Referencia de la colección Origen 
Alternaria alternata 
 
 
CBS 154.31a 
CBS 117130 
CBS 117143 
Staphylea trifolia 
Arbutus unedo (árbol) 
Capsicum annuum (fruto) 
A. arborescens CBS 109730 Lycopersicon esculentum 
A. citri CBS 192.81 Citrus sinensis (fruto) 
A. dauci CBS 101592 Daucus carota (semilla) 
A. gaisen CBS 632.93 Pyrus pyrifolia (hoja) 
A. infectoria CBS 210.86 Triticum 
A. longipes CBS 917.96 Nicotiana tabacum 
A. porri CBS 109.41 -d 
A. radicina var. radicina CBS 245.67 Daucus carota 
A. solani CBS 347.79 Lycopersicon esculentum (fruto) 
A. tenuissima CBS 880.95 Fragaria vesca 
Aspergillus ochraceus MUCL 14207b Coffea robusta (cotiledón) 
Fusarium oxysporum CECT 2866c Lycopersicon esculentum 
Penicillium expansum CECT 2278 Embutido enmohecido 
Rizopus stolonifer CECT 2344 - 
a
 CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Holanda 
b
 MUCL: Mycothèque de l'Universite catholique de Louvain, Bélgica 
c
 CECT: Coleccion Española de Cultivos Tipo 
d
 -: Sin información sobre el origen de la cepa 
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Tabla 9. Mohos aislados a partir de los alimentos analizados. 
Alimento Especie (cepa) 
Rhizopus spp. Avellana 
Penicillium brevicompactum 
Cebolla Fusarium oxysporum 
Ciruela Penicillium expansum 
Coles de Bruselas Rhizopus spp. 
Acremonium spp. 
Aspergillus versicolor 
Cladosporium cladosporoides 
Cladosporium fusiforme 
Judías verdes 
Penicillium digitatum 
Acremonium spp. Manzana 
Cladosporium cladosporoides 
Cladosporium cladosporoides 
Phoma spp. 
Pera 
Trichoderma harzianum 
Rama de tomate Alternaria spp. 
Tomate (fruto) Penicillium olsonii 
grupo Alternaria arborescens (MAP05) 
grupo Alternaria infectoria (MAP03, MAP04, MAP08) 
Granos de Trigo 
grupo Alternaria tenuissima (MAP01, MAP02, MAP06, MAP07, MAP09, 
MAP10) 
Chalaropsis thielavioides 
Fusarium avenaceum 
Penicillium brevicompactum 
Zanahoria 
Penicillium glabrum 
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Figura 7. Cepas de A. arborescens (A), A. infectoria (B) y A. tenuissima (C) aisladas de granos 
de trigo. Cepas inoculadas en PCA (1). Conidióforos y conidias a 200x (2) y 400x (3). 
A 
B 
C 
1 2 3 
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embargo, actualmente, las técnicas basadas 
en el análisis del ADN constituyen una estra-
tegia atractiva para la detección e identifica-
ción de especies fúngicas en alimentos, ya 
que son rápidas y permiten detectar tanto los 
mohos viables como los inactivados por los 
tratamientos tecnológicos empleados en la 
elaboración de los alimentos. 
La reacción en cadena de la polime-
rasa (PCR) ha sido, con diferencia, la herra-
mienta que ha permitido una mayor expan-
sión de las técnicas genéticas. Hasta su 
descubrimiento en la década de 1980, la 
única forma de obtener un determinado 
fragmento de ADN en cantidad suficiente 
para su análisis era seguir laboriosos y len-
tos procedimientos de clonación. La técnica 
de PCR, sin embargo, permite obtener millo-
nes de copias de una secuencia específica 
de ADN mediante una simple reacción enzi-
mática. Por ello, esta técnica ha causado un 
profundo impacto en todas las áreas de in-
vestigación biológica y biomédica y se em-
plea en multitud de aplicaciones: diagnóstico 
de enfermedades genéticas y hereditarias, 
detección de infecciones microbianas, estu-
dios de evolución molecular, medicina foren-
se, identificación de especies y detección de 
microorganismos patógenos y alterantes de 
los alimentos (Klingspor y Jalal, 2006; Sevilla 
y col., 2007; Lu y col., 2008; Rantsiou y col., 
2008). 
Las técnicas de PCR se han emplea-
do con éxito en la identificación de diferentes 
géneros y especies fúngicas presentes en 
los alimentos, bien de forma directa (Sardi-
ñas y col., 2011; Ben Amar y col., 2012; Lu-
que y col., 2012), o complementada con 
otras técnicas como la secuenciación 
(García y col., 2006; Bensassi y col., 2009; 
Moretti y col., 2010; Kim y col., 2011), el aná-
lisis del polimorfismo del ADN amplificado 
con cebadores arbitrarios (RAPD) (Pryor y 
Michaliades, 2002; Sánchez y col., 2008; 
Dachoupakan y col., 2009; Gashgari y col., 
2011), el análisis del polimorfismo en la lon-
gitud de los fragmentos de restricción de 
regiones amplificadas por PCR (PCR-RFLP) 
(Somashekar y col., 2004; Lozynska y col., 
2010; Fernández-Ortuño y col., 2011) o el 
análisis del polimorfismo en la longitud de los 
fragmentos amplificados (AFLP) (Perrone y 
col., 2006; Cipriani y col., 2009; Somma y 
col., 2010, 2011), entre otras. 
Se han desarrollado técnicas de PCR 
para la detección e identificación en alimen-
tos de especies toxigénicas de Aspergillus 
(González-Salgado y col., 2008; Selma y 
col., 2008; Gil-Serna y col., 2009; Moslem y 
col., 2010; Castellá y Cabañes, 2011; Rodrí-
guez y col., 2011; Spadaro y col., 2011; Lu-
que y col., 2012), Fusarium (Lincy y col., 
2008; Sreenivasa y col., 2008; Yin y col., 
2009; Fredlund y col., 2010; Sampietro y 
col., 2010; Kulik y col., 2011; Atoui y col., 
2012) y Penicillium (Bogs y col., 2006; Dom-
brink-Kurtzman y McGovern, 2007; Schmidt-
Heydt y col., 2008; Suanthie y col., 2009; 
Rodríguez y col., 2012). En el caso de Alter-
naria spp., son numerosos los estudios ge-
néticos dirigidos a la clasificación filogenética 
de Alternaria spp. (Pryor y Gilbertson, 2000, 
2002; Roberts y col., 2000; Chou y Wu, 
2002; de Hoog y Horre, 2002; Peever y col., 
2002; Pryor y Michailides, 2002; Cramer y 
Lawrence, 2003; Hong y col., 2005; Dini-
Andreote y col., 2009). Sin embargo, son 
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escasas las publicaciones existentes hasta 
el momento en el área de la detección de 
Alternaria spp. en alimentos frescos y proce-
sados mediante técnicas genéticas (Zur y 
col., 1999, 2002; Guillemette y col., 2004; 
Andersen y col., 2006; Somma y col., 2011). 
Por ello, este trabajo de investigación se ha 
centrado en la puesta a punto de diversas 
técnicas genéticas (PCR convencional, PCR 
en tiempo real y RT-PCR en tiempo real) 
para la detección e identificación de espe-
cies de Alternaria en alimentos. Asimismo, 
se ha desarrollado una técnica de cromato-
grafía líquida de alta resolución (HPLC) para 
la detección de AOH, AME y ALT en produc-
tos hortofrutícolas frescos y procesados. A 
continuación, se analizan los resultados más 
relevantes alcanzados en cada uno de los 
objetivos planteados.  
Detección de Alternaria spp. mediante 
técnicas de PCR empleando los marcado-
res genéticos ITS y Alt a 1 
El primer objetivo de este trabajo de 
investigación consistió en el desarrollo de 
técnicas de PCR con cebadores específicos 
para la detección de Alternaria spp. Para ello 
fue necesario seleccionar marcadores gené-
ticos con un grado de variabilidad interespe-
cífica adecuado (Abebe y col., 2006).  
El ADN ribosómico constituye una di-
ana idónea para la localización de secuen-
cias específicas de especie, debido a que 
posee regiones con diferentes grados de 
variabilidad intra e interespecífica, suficien-
tes para diferenciar géneros, especies o ce-
pas de una misma especie. Además, cada 
célula posee un número elevado de copias 
de genes ribosómicos. Esta última caracte-
rística es importante cuando el material ge-
nético de partida es muy escaso o se en-
cuentra degradado. Los marcadores ribosó-
micos más utilizados para la detección de 
mohos toxigénicos en alimentos han sido los 
espaciadores internos de la transcripción 
ITS1 e ITS2 (Zur y col., 1999; Konstantinova 
y col., 2002; González-Salgado y col., 2008; 
Midorikawa y col., 2008; Luo y col., 2009; 
Suanthie y col., 2009; Xie y col., 2010; Wang 
y col., 2010; Diguta y col., 2011; Li y col., 
2011; Ramana y col., 2011) y el espaciador 
intergénico (IGS) (Llorens y col., 2006; Kulik, 
2008; Diguta y col., 2010; Yli-Mattila y col., 
2011; Ben Amar y col., 2012). 
A pesar de que la mayoría de los es-
tudios de identificación de especies fúngicas 
han empleado ADN ribosómico, en el caso 
del género Alternaria también se han utiliza-
do genes nucleares de una sola copia espe-
cíficos de género, como el gen Alt a 1, que 
codifica el principal alérgeno de A. alternata 
(Alt a 1) y de otras especies de este género 
(Cramer y Lawrence, 2003; Hong y col., 
2005; Park y col., 2008) y el gen que codifica 
la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 
(gpd) (Hong y col., 2005; Park y col., 2008; 
Andersen y col., 2009). 
Teniendo en cuenta los antecedentes 
expuestos, para la detección de especies de 
Alternaria por PCR se consideró conveniente 
seleccionar marcadores genéticos con re-
giones conservadas entre las especies del 
género Alternaria, con el fin de poder ampli-
ficar un fragmento homólogo en todas ellas. 
Tras la búsqueda bibliográfica y el posterior 
estudio de secuencias disponibles en la base 
de datos Genbank/EMBL (European Molecu-
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lar Biology Laboratory), los marcadores ele-
gidos fueron el espaciador interno de la tras-
cripción (ITS) y el gen Alt a 1. 
Los cebadores para la detección es-
pecífica del género Alternaria se diseñaron a 
partir de la alineación y análisis informático 
de las secuencias de los genes de interés 
disponibles en la base de datos Gen-
Bank/EMBL. En el ADN ribosómico se dise-
ñaron los cebadores Dir1ITSAlt e Inv1ITSAlt 
que hibridan, respectivamente, en regiones 
específicas del ITS1 e ITS2 de las especies 
de Alternaria y delimitan un fragmento de 
370 pb del ARNr de este género. Para la 
amplificación del gen Alt a 1 se diseñaron los 
cebadores Dir3Alta1 e Inv4Alta1, que delimi-
tan un fragmento de 350 pb en todas las 
especies de Alternaria. El diseño de esta 
pareja de cebadores se realizó con el fin de 
obtener un mayor número de secuencias del 
gen Alt a 1, ya que su disponibilidad en la 
base de datos es escasa. La utilización de 
marcadores genéticos de una sola copia, 
como es el gen Alt a 1, puede representar un 
inconveniente para el análisis de muestras 
tratadas térmicamente, debido a la posible 
degradación del ADN de Alternaria spp. du-
rante el tratamiento. Por este motivo, para 
aumentar la eficiencia de la técnica desarro-
llada se diseñó un nuevo cebador, 
Dir5cAlta1, que combinado con el Inv4Alta1, 
delimita un fragmento de 195 pb. 
Un problema que puede afectar a los 
protocolos de PCR deriva de posibles fallos 
en la amplificación del ADN como conse-
cuencia de la presencia de sustancias inhibi-
doras en las muestras. El fenómeno de in-
hibición puede disminuir o incluso impedir 
por completo la amplificación por PCR, dan-
do lugar a falsos resultados negativos (Wil-
son, 1997). En este sentido, el Comité Euro-
peo de Estandarización, en colaboración con 
la ISO (Organización Internacional para la 
Normalización), ha propuesto unas pautas 
generales para los ensayos de PCR que 
incluyen el requerimiento de utilizar un con-
trol interno en cada reacción de PCR que 
evite una interpretación errónea de aquellos 
resultados de ausencia de amplificación que 
puedan deberse a fenómenos de inhibición 
(Lund y Madsen, 2006). Teniendo en cuenta 
estas recomendaciones, todas las muestras 
analizadas con los cebadores específicos se 
examinaron simultáneamente con la pareja 
de cebadores conservados 18SFwEu y 
18SRvEu (Martín y col., 2009), que amplifi-
can un fragmento de 99 pb del gen nuclear 
18S ARNr en todos los organismos eucario-
tas. 
Tras comprobar la idoneidad de la 
amplificación de los fragmentos de 350 y 370 
pb con las parejas de cebadores 
Dir3Alta1/Inv4Alta1 y Dir1ITSAlt/Inv1ITSAlt, 
respectivamente, se purificaron y secuencia-
ron los amplicones obtenidos a partir del 
ADN extraído de las cepas de Alternaria 
utilizadas en este trabajo. Las secuencias 
obtenidas se registraron en la base de datos 
Genbank/EMBL (Tabla 1, pág. 74, para las 
secuencias del gen Alt a 1; Tabla 1, pág. 86, 
para las secuencias del ITS). El registro de 
estas secuencias en la base de datos es 
importante, puesto que para muchas de las 
especies objeto de estudio no se disponía de 
secuencias del gen Alt a 1 registradas pre-
viamente, o bien estas eran escasas. 
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Las secuencias obtenidas se compa-
raron con las disponibles en la base de datos 
Genbank/EMBL, utilizando el programa 
BLAST del paquete informático NCBI (Natio-
nal Center for Biotechnology Information). 
Además, se realizó un análisis filogenético 
de las secuencias obtenidas junto con las 
disponibles en la base de datos Gen-
bank/EMBL para el ITS y el gen Alt a 1. El 
análisis de las secuencias confirmó la identi-
dad de las cepas de Alternaria analizadas. 
Además, el estudio filogenético permitió dife-
renciar cuatro grupos de especies de Alter-
naria (Figura 2, pág. 89, para el ITS; no se 
muestran los resultados para el Alt a 1). El 
primer grupo, comprendía las secuencias de 
especies pertenecientes al grupo de A. alter-
nata. El segundo grupo incluía las especies 
pertenecientes al grupo de A. radicina. El 
tercer grupo, estaba formado por las se-
cuencias de las especies pertenecientes al 
grupo de A. porri. Por último, en el cuarto 
grupo, se incluían las secuencias de espe-
cies pertenecientes al grupo de A. infectoria. 
Estos resultados coinciden con los obtenidos 
por otros investigadores, donde las especies 
de Alternaria utilizadas en este trabajo se 
agrupan en cuatro grupos principales: A. 
alternata, A. infectoria, A. radicina y A. porri 
(Pryor y Gilbertson, 2000; Cramer y Lawren-
ce, 2003; Hong y col., 2005). 
La especificidad de los cebadores di-
señados se comprobó mediante el análisis 
del ADN extraído de 23 cepas de Alternaria, 
correspondientes a 11 especies de este gé-
nero, así como de diversas especies fúngi-
cas pertenecientes a otros géneros, levadu-
ras, bacterias, animales y plantas. Las pare-
jas de cebadores diseñadas demostraron ser 
específicas frente a Alternaria spp., no origi-
nando bandas de amplificación a partir del 
ADN de otras especies fúngicas, levaduras, 
bacterias, animales y plantas (Figura 2, pág. 
77, para los cebadores Dir5cAlta1 e 
Inv4Alta1 diseñados en el gen Alt a 1; Figura 
1, pág. 88, para los cebadores Dir1ITSAlt e 
Inv1ITSAlt diseñados en el ITS).  
Las técnicas de PCR desarrolladas 
con estos cebadores detectan todas las es-
pecies de Alternaria, a diferencia del trabajo 
desarrollado por Zur y col. (2002), en el que 
solo se detectaba específicamente A. alter-
nata y A. solani en granos de cereales utili-
zando cebadores diseñados en el ITS. Por 
otra parte, Konstantinova y col. (2002) desa-
rrollaron una técnica de PCR utilizando ce-
badores especie-específicos diseñados en el 
ITS, para la detección de A. alternata, A. 
radicina y A. dauci en zanahorias, ya que 
son las especies aisladas principalmente en 
este tipo de alimentos. Otros investigadores 
como Zur y col. (1999), diseñaron cebadores 
en el ITS para la detección específica de 
Alternaria spp. en tomate y derivados. Sin 
embargo, en su trabajo solo utilizaron el 
ADN de una cepa de A. alternata para eva-
luar la especificidad de los cebadores dise-
ñados. 
La utilización de los cebadores uni-
versales 18SFwEu/18SRvEu, en una técnica 
de PCR múltiple junto con cada una de las 
parejas de cebadores específicos del género 
Alternaria, produjo la amplificación de un 
fragmento de 99 pb a partir del ADN de to-
das las especies de organismos eucariotas 
analizadas y no interfirió en la amplificación 
del fragmento específico de Alternaria spp. 
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(Figura 2, pág. 77, con los cebadores dise-
ñados en el Alt a 1; Figura 1, pág. 88, con 
los cebadores diseñados en el ITS). 
Una vez demostrada la correcta am-
plificación del ADN de Alternaria spp. a partir 
de cultivos viables, el límite de detección y la 
influencia de los tratamientos térmicos en la 
capacidad del método para detectar Alterna-
ria spp. se evaluó mediante el análisis, en 
paralelo, de diluciones decimales de cultivos 
viables de A. alternata, A. radicina, A. porri y 
A. infectoria y los mismos cultivos sometidos 
a tratamientos térmicos de 60 ºC durante 30 
min y 90 ºC durante 5 min. La influencia de 
una matriz vegetal en la sensibilidad de la 
técnica de PCR para detectar Alternaria spp. 
se comprobó mediante el análisis de mues-
tras de pulpa de tomate inoculadas con dilu-
ciones de cada uno de los cultivos viables e 
inactivados por calor. El límite de detección 
de A. alternata con los cebadores 
Dir5cAlta1/Inv4Alta1 (Figura 4, pág. 79) y 
Dir1ITSAlt/Inv1ITSAlt (Figuras 3A y B, pág. 
89) fue de 102 UFC/mL, tanto en el cultivo 
viable como en los inactivados por calor a 
60 ºC/30 min (no se muestran los resultados 
para los cebadores diseñados en el ITS) o 
90 ºC/5 min. La presencia de una matriz 
vegetal (pulpa de tomate) tampoco alteró el 
límite de detección. De forma similar a lo 
expuesto para A. alternata, el límite de de-
tección de la técnica con los dos marcadores 
genéticos fue de 102 UFC/mL, tanto en los 
cultivos de A. radicina, A. porri y A. infecto-
ria, como en pulpa de tomate, y no se vio 
afectado por los tratamientos térmicos em-
pleados (Figura 3C-H, pág. 89, para el ITS; 
no se muestran los resultados para el Alt a 
1). Los resultados demuestran que las técni-
cas de PCR desarrolladas son capaces de 
detectar la presencia de bajas concentracio-
nes de Alternaria spp., incluso en muestras 
sometidas a tratamientos térmicos. El límite 
de detección obtenido con los dos marcado-
res genéticos, 102 UFC/mL, no se puede 
comparar con los obtenidos por otros inves-
tigadores para la detección de especies de 
Alternaria con PCR convencional. Zur y col. 
(1999, 2002) establecieron el límite de de-
tección de las técnicas de PCR desarrolla-
das mediante el análisis de muestras de 
alimentos inoculadas con diluciones de culti-
vos de Alternaria spp. Sin embargo, en di-
chos trabajos no se determinaron los recuen-
tos de Alternaria spp. presentes en los culti-
vos. Por otra parte, Konstantinova y col. 
(2002) determinaron el límite de detección 
de la técnica de PCR a partir de diluciones 
de ADN, obteniendo límites de detección 
entre 0,5 y 1 ng, pero tampoco establecieron 
la relación con recuentos fúngicos. 
La aplicabilidad de las técnicas de 
PCR desarrolladas se determinó mediante el 
análisis de 48 muestras comerciales de to-
mate fresco y procesado, incluyendo 11 
muestras de tomate fresco, tres de las cua-
les eran tomates con podredumbre y ocho 
tomates sanos, y 37 productos comerciales 
de tomate, de los que 6 muestras eran de 
tomate seco, 7 de ketchup, 10 de conservas 
de tomate (entero, triturado, etc.) y 14 salsas 
de tomate. Asimismo, se analizaron 11 
muestras de papillas de cereales. El análisis 
con las parejas de cebadores 
Dir5cAlta1/Inv4Alta1 y Dir1ITSAlt/Inv1ITSAlt 
demostró la presencia de ADN de Alternaria 
spp. en 10 de las 59 muestras analizadas 
(17 %), correspondientes a 4 papillas de 
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cereales, 3 tomates alterados, 2 tomates 
desecados y una salsa de tomate (Tabla 3, 
pág. 82, para el Alt a 1; Tabla 2, pág. 90, 
para el ITS). Conviene señalar que las 
muestras de productos comerciales en las 
que no se obtuvo amplificación con las pare-
jas de cebadores específicos, sí se amplifi-
caron correctamente con los cebadores em-
pleados como control positivo de amplifica-
ción, lo que demuestra que los resultados 
negativos con los cebadores específicos no 
se deben a la presencia de inhibidores o a la 
degradación del ADN, sino a la ausencia de 
ADN de Alternaria spp.  
La presencia de mohos y levaduras 
viables en las muestras analizadas se de-
terminó mediante la siembra en Sabouraud-
CAF, obteniéndose recuentos de 103 UFC/g 
en todas las muestras de tomate alterado 
analizadas y recuentos de 102 UFC/g a partir 
de las muestras de tomate desecado positi-
vas por PCR. La presencia de mohos viables 
en las muestras de tomate desecado de-
muestra que los métodos tradicionales de 
secado de tomates ofrecen condiciones am-
bientales apropiadas para el crecimiento 
fúngico y la posible producción de micotoxi-
nas. El resto de muestras de tomate fresco y 
procesado, así como las muestras de papi-
llas de cereales produjeron resultados nega-
tivos en el recuento de mohos. 
La detección de ADN de Alternaria 
spp. en 10 de las muestras analizadas po-
dría indicar una contaminación de dichas 
muestras con alguna especie de este géne-
ro. Para comprobar esta hipótesis, se purifi-
caron y secuenciaron las bandas de amplifi-
cación obtenidas a partir del ADN de las 
cuatro papillas de cereales, los 3 tomates 
alterados, los 2 tomates desecados y la sal-
sa de tomate. Las secuencias obtenidas se 
compararon con las disponibles en la base 
de datos Genbank/EMBL, utilizando el pro-
grama BLAST del paquete informático NCBI. 
Además, se incluyeron las secuencias obte-
nidas a partir de las muestras, junto con las 
secuencias del ITS y del gen Alt a 1 de ce-
pas de Alternaria de referencia y las disponi-
bles en la base de datos Genbank/EMBL 
para realizar un análisis filogenético (Figura 
6, pág. 83, para el Alt a 1; Figura 8, para el 
ITS). El análisis de las secuencias demostró 
que el ADN amplificado a partir de las seis 
muestras de tomate correspondía a especies 
del grupo de A. alternata, mientras que el 
ADN amplificado a partir de las muestras de 
papillas de cereales correspondía a especies 
del grupo de A. infectoria. Por otra parte, el 
análisis filogenético permitió agrupar las se-
cuencias obtenidas a partir de las muestras 
de tomate fresco y procesado con las de 
especies pertenecientes al grupo de A. alter-
nata, mientras que las secuencias obtenidas 
a partir de las muestras positivas de papillas 
de cereales se agruparon junto con las de 
las especies pertenecientes al grupo de A. 
infectoria. Por lo tanto, el análisis filogenético 
de las secuencias obtenidas con las parejas 
de cebadores diseñadas en el ITS y el gen 
Alt a 1, y su comparación con las secuencias 
disponibles en la base de datos, permitieron 
realizar una clasificación adecuada de las 
diferentes especies de Alternaria aisladas de 
las muestras analizadas y fueron coinciden-
tes utilizando los dos marcadores genéticos. 
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Figura 8. Árbol filogenético elaborado a partir de secuencias del ITS de cepas de Alternaria de re-
ferencia y las obtenidas con los cebadores Dir1ITSAlt/Inv1ITSAlt a partir de las muestras comercia-
les de alimentos. Los códigos entre paréntesis indican el número de acceso de las secuencias en 
la base de datos GenBank/EMBL. 
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Los resultados obtenidos ponen de 
manifiesto que las técnicas de PCR conven-
cional desarrolladas constituyen una herra-
mienta útil para la detección de Alternaria 
spp. en productos hortofrutícolas frescos y 
procesados, por lo que podrían emplearse 
como marcadores de calidad y bioseguridad 
de materias primas y productos elaborados 
en las industrias de transformación de vege-
tales. 
Diferenciación de grupos de especies del 
género Alternaria mediante una técnica 
de PCR empleando el marcador genético 
Alt a 1 
La clasificación de las especies de 
Alternaria es compleja, y puede atender a 
diversos criterios fenotípicos y genotípicos. 
Sin embargo, diferentes estudios filogenéti-
cos (Chou y Wu, 2002; Hong y col., 2005) 
agrupan las especies de Alternaria en cuatro 
grupos principales:  
1) El grupo de A. alternata engloba las 
principales especies del género (A. al-
ternata, A. arborescens, A. tenuissima, 
A. gaisen, A. citri y A. longipes) produc-
toras de micotoxinas como AOH, AME, 
ALT, TeA y ATX-I (Andersen y col., 
2001, 2002), por lo que su identifica-
ción en las materias primas vegetales y 
productos transformados reviste espe-
cial interés. 
2) El grupo de A. porri incluye especies 
como A. solani, A. porri, A. dauci y A. 
tomatophila, causantes de pérdidas 
económicas importantes en agricultura 
por su carácter fitopatógeno. Algunas 
de estas especies producen además 
micotoxinas como AOH, ATX y alterso-
lanol (Andersen y col., 2008).  
3) El grupo de A. radicina comprende es-
pecies patógenas de cultivos de umbe-
líferas como la zanahoria y que produ-
cen fitotoxinas como la radicinina y el 
radicinol (Tylkowska, 1992; Konstanti-
nova y col., 2002; Solfrizzo y col., 
2005).  
4) El grupo de A. infectoria se aísla con 
frecuencia de cereales y produce me-
tabolitos como las infectopironas y no-
vae-zelandinas, sintetizados únicamen-
te por especies de este grupo (Chris-
tensen y col., 2005; Andersen y col., 
2009). 
Disponer de técnicas genéticas rápi-
das capaces de diferenciar los grupos de 
especies de Alternaria es importante para la 
detección precoz de especies fitopatógenas 
en cultivos sensibles y el establecimiento de 
medidas preventivas y correctoras con el fin 
de reducir las pérdidas económicas en el 
sector primario. Asimismo, la detección de 
especies de Alternaria productoras de mico-
toxinas en materias primas vegetales y pro-
ductos transformados reviste especial interés 
desde el punto de vista de la protección de la 
salud de los consumidores. Por este motivo, 
la segunda parte de este trabajo de investi-
gación consistió en la puesta a punto de una 
técnica de PCR múltiple con cebadores es-
pecíficos para detectar y diferenciar las es-
pecies de Alternaria pertenecientes a los 
principales grupos del género. 
El marcador genético empleado para 
llevar a cabo el diseño de cebadores especí-
ficos de grupo fue el gen Alt a 1. La alinea-
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ción y análisis informático de las secuencias 
del gen Alt a 1 disponibles en la base de 
datos GenBank/EMBL permitió el diseño de 
parejas de cebadores para la amplificación 
de fragmentos de ADN específicos de las 
especies del grupo de A. alternata (118 pb), 
de A. porri (118 pb), de A. radicina (131 pb) y 
de A. infectoria (118 pb) (Figura 1, pág. 75; 
Tabla 2, pág. 76). Asimismo, con el fin de 
realizar simultáneamente la detección de 
Alternaria spp. y la identificación del grupo al 
que pertenece la especie detectada, se utili-
zó el cebador Dir3Alta1 en una técnica de 
PCR múltiple junto a los cebadores específi-
cos de los distintos grupos de especies de 
Alternaria.  
El tamaño de los amplicones obteni-
dos en cada grupo de especies coincidió con 
el esperado según el estudio de las secuen-
cias. La especificidad de las parejas de ce-
badores diseñadas se determinó mediante el 
análisis del ADN extraído a partir de 23 ce-
pas de Alternaria, correspondientes a 11 
especies de este género, así como de diver-
sas especies fúngicas pertenecientes a otros 
géneros, levaduras, bacterias, animales y 
plantas. Todas las parejas de cebadores 
diseñadas demostraron ser específicas fren-
te al grupo de especies correspondiente, no 
originando bandas de amplificación a partir 
del ADN de especies de Alternaria pertene-
cientes a otros grupos (Figura 3, pág. 78). La 
utilización de los cebadores específicos de 
los distintos grupos de especies de Alterna-
ria, junto con el cebador Dir3Alta1 produjo la 
amplificación de un fragmento de 97 pb a 
partir del ADN de todas las especies de Al-
ternaria analizadas y no interfirió en la ampli-
ficación del fragmento específico de grupo 
(Figura 3, pág. 78). Además, las parejas de 
cebadores utilizadas no produjeron bandas 
de amplificación a partir del ADN de orga-
nismos diferentes al género Alternaria (no se 
muestran los resultados).  
Aunque existen diversos trabajos so-
bre la detección de especies de Alternaria en 
alimentos mediante técnicas de PCR em-
pleando cebadores específicos (Zur y col., 
1999, 2002; Konstantinova y col., 2002), este 
es el primer trabajo de PCR múltiple desarro-
llado para la detección simultánea de Alter-
naria spp. y la identificación del grupo a que 
pertenece la especie detectada.  
El límite de detección de la técnica 
de PCR múltiple desarrollada se determinó 
mediante la amplificación del ADN obtenido 
a partir de las diluciones decimales de culti-
vos de A. alternata, A. radicina, A. porri y A. 
infectoria viables e inactivados por calor y 
muestras de pulpa de tomate inoculadas con 
las diluciones de cada uno de los cultivos. El 
límite de detección conseguido en todos los 
cultivos analizados con cada una de las pa-
rejas de cebadores fue de 102 UFC/mL, tanto 
en los cultivos viables (Figura 5, pág. 80) 
como en los inactivados por calor a 60 ºC/30 
min (no se muestran los resultados) o 
90 ºC/5 min (Figura 5, pág. 80). Sin embar-
go, conviene señalar que en el caso de 
muestras de pulpa de tomate inoculadas con 
cultivos de A. alternata y A. porri inactivados 
a 90 ºC durante 5 min el límite de detección 
fue de 103 UFC/mL. 
Con el fin de comprobar la aplicabili-
dad de la técnica de PCR múltiple para la 
detección de Alternaria spp. y la identifica-
ción de los distintos grupos de especies, se 
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analizaron las 10 muestras de productos 
comerciales en las que se detectó la presen-
cia de ADN de Alternaria spp. con las pare-
jas de cebadores específicas de género des-
critas en el apartado anterior. El análisis de 
dichas muestras con los cebadores de cada 
grupo de especies, junto con el específico de 
género, puso de manifiesto la presencia de 
ADN del grupo de A. infectoria en las cuatro 
muestras positivas de papillas de cereales. 
En las tres muestras positivas de tomate 
alterado y en los tres productos comerciales 
de tomate solamente se obtuvo amplificación 
con los cebadores específicos del grupo de 
A. alternata (Tabla 3, pág. 82). Estos resul-
tados coinciden con los obtenidos mediante 
el análisis filogenético de las secuencias de 
los productos de PCR del ITS y el gen Alt a 
1. 
La detección de ADN de especies del 
grupo de A. alternata en productos comercia-
les de tomate reviste especial interés desde 
el punto de vista de la seguridad alimentaria, 
ya que las especies del grupo de A. alternata 
producen micotoxinas como el AOH, AME o 
TeA, que permanecen activas en los alimen-
tos procesados (Andersen y col., 2001, 
2002). Los resultados obtenidos en este tra-
bajo coinciden con los descritos por otros 
investigadores, que también han detectado 
la presencia de especies del grupo de A. 
alternata en muestras comerciales de tomate 
fresco y procesado (Barkai-Golan y Paster, 
2008; Logrieco y col., 2009; Andrés y col., 
2010; Somma y col., 2011).  
El análisis de las muestras de papi-
llas de cereales demostró la presencia de 
ADN de especies del grupo de A. infectoria. 
Las especies de Alternaria pertenecientes a 
este grupo se han aislado frecuentemente de 
muestras de cereales (Andersen y col., 
1996, 2002; Dugan y Peever, 2002; Perelló y 
Sisterna, 2006; Perelló y col., 2008). La toxi-
cidad de las infectopironas y las novae-
zelandinas, principales metabolitos produci-
dos por las especies de este grupo, aún no 
se ha establecido (Christensen y col., 2005; 
Andersen y col., 2009). Sin embargo, la pre-
sencia de ADN de especies del grupo de A. 
infectoria en muestras de papillas de cerea-
les causa especial preocupación, ya que 
estos alimentos son la base fundamental de 
la alimentación en las primeras etapas de la 
vida. 
Los resultados obtenidos demuestran 
que la técnica de PCR múltiple desarrollada 
es rápida y específica para la detección y 
diferenciación de los principales grupos de 
especies de Alternaria. En consecuencia, se 
trata de técnicas que permitirían la detección 
e identificación precoz de las principales 
especies fitopatógenas en cultivos sensibles 
y el establecimiento de medidas preventivas 
y correctoras con el fin de reducir las pérdi-
das económicas en el sector primario. 
IV.3. RELACIÓN ENTRE LA DETECCIÓN 
DE ADN DE ALTERNARIA SPP. 
MEDIANTE UNA TÉCNICA DE PCR Y LA 
PRESENCIA DE MICOTOXINAS 
PRODUCIDAS POR ESTE GÉNERO EN 
TOMATE Y DERIVADOS 
Las técnicas de PCR desarrolladas 
en este trabajo son rápidas y específicas 
para la detección de ADN de Alternaria spp. 
en muestras comerciales. Sin embargo, la 
obtención de resultados positivos mediante 
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técnicas de PCR no implica necesariamente 
la presencia de micotoxinas en las muestras 
analizadas. 
Entre las técnicas rápidas que en los 
últimos años han demostrado ser de mayor 
utilidad para el análisis de micotoxinas en los 
alimentos destacan las inmunoenzimáticas y 
las cromatográficas. La principal ventaja de 
las técnicas cromatográficas, y en concreto, 
la cromatografía líquida de alta resolución 
(HPLC), es su sensibilidad y especificidad y 
que no requieren disponer de anticuerpos 
específicos. La técnica de HPLC se ha utili-
zado para analizar la presencia en alimentos 
de toxinas de Alternaria spp. (Andersen y 
col., 2006; Terminiello y col., 2006; Magnani 
y col., 2007; Patriarca y col., 2007; Siegel y 
col., 2009; Pose y col., 2010), Aspergillus 
spp. (Magnoli y col., 2007; Zinedine y col., 
2007; Fredlund y col., 2009; Polisenska y 
col., 2010; Afsah-Hejri y col., 2011; Sheijoo-
ni-Fumani y col., 2011; Kumar y col., 2012), 
Fusarium spp. (Schollenberger y col., 2007; 
Trebstein y col., 2008; Ndube y col., 2009; 
Bao y col., 2011; Kassim y col., 2011; Atoui y 
col., 2012) y Penicillium spp. (Nunez y col., 
2007; Watanabe, 2008; Celli y col., 2009; 
Polisenska y col., 2010; Kumar y col., 2012). 
Sin embargo, el mayor inconveniente de 
estas técnicas es que son laboriosas y caras 
y que requieren disponer de personal espe-
cializado. Además, debido a que en un mis-
mo alimento pueden estar presentes múlti-
ples micotoxinas, no resulta práctico ni re-
alista detectar cada una de ellas, puesto que 
su elevado coste lo haría inviable. 
Teniendo en cuenta lo expuesto an-
teriormente, otro de los objetivos de este 
trabajo ha consistido en la puesta a punto de 
una técnica de HPLC para la detección de 
ALT, AOH y AME, con el fin de comprobar si 
las técnicas de PCR desarrolladas se podrí-
an utilizar como marcador indirecto de la 
presencia de micotoxinas producidas por 
Alternaria spp. y, por tanto, como indicador 
de bioseguridad, en productos hortofrutícolas 
frescos y transformados. 
La técnica de HPLC con detector de 
array de diodos (DAD) permitió detectar las 
micotoxinas de Alternaria spp. analizadas en 
menos de 16 minutos, obteniéndose tiempos 
de retención de 10,8 min para el ALT, 12,8 
min para el AOH y 15,6 min para el AME. La 
identificación de las tres micotoxinas anali-
zadas se realizó teniendo en cuenta el tiem-
po de retención, el espectro de absorción 
entre 200 y 600 nm y el análisis de los perfi-
les de fragmentación obtenidos mediante 
espectrometría de masas de trampa de io-
nes (Figura 1, pág. 99).  
El límite de detección para cada una 
de las micotoxinas analizadas se determinó 
a partir de las rectas de calibrado elaboradas 
con concentraciones de 0,5, 1, 2, 5 y 
10 µg/mL para cada una de las micotoxinas, 
obteniéndose coeficientes de correlación 
superiores a 0,999 para ALT y AOH, y de 
0,98 para AME (no se muestran los resulta-
dos). Los límites de detección fueron de 
1,7 µg/L para ALT, 19,7 µg/L para AOH y 
0,37 µg/L para AME, correspondientes a 
0,34, 3,94 y 0,074 µg/kg. Los límites de de-
tección obtenidos son inferiores a los descri-
tos por da Motta y Soares (2000a) y Solfrizzo 
y col. (2004), ambos basados en técnicas de 
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HPLC-DAD para la detección de micotoxinas 
de Alternaria spp. en alimentos. 
Las micotoxinas de Alternaria spp. se 
han detectado en multitud de productos hor-
tofrutícolas. En este trabajo se seleccionaron 
90 muestras comerciales de tomates frescos 
y procesados. La extracción de las micotoxi-
nas producidas por Alternaria spp. se realizó 
según el método descrito por Magnani y col. 
(2007), modificado para adaptarlo a mues-
tras de tomate. Este método está basado en 
la extracción de ALT, AOH y AME con ace-
tonitrilo, seguida de la purificación en colum-
nas de extracción en fase sólida Oasis HLB 
(Waters, Milford, Estados Unidos).  
La capacidad de recuperación de las 
micotoxinas por este método se evaluó me-
diante el análisis de muestras de tomate 
contaminadas con concentraciones de 0,5, 1 
y 2 µg/g de cada una de las micotoxinas 
analizadas. Las muestras de tomate se ana-
lizaron previamente para comprobar la au-
sencia de ALT, AOH y AME. Los porcentajes 
de recuperación para las micotoxinas anali-
zadas fueron elevados, obteniéndose recu-
peraciones medias de 98,4 % para ALT, 
111 % para AOH y 97,1 % para AME (Tabla 
1, pág. 97). Las recuperaciones obtenidas 
fueron similares a las descritas en otros es-
tudios de análisis de micotoxinas de Alterna-
ria spp. (Fente y col., 1998; Lau y col., 2003; 
Magnani y col., 2007; Azcarate y col., 2008). 
Una vez puesta a punto la metodolo-
gía, se analizaron por HPLC 90 muestras 
comerciales de tomates frescos y procesa-
dos, incluyendo 20 muestras de tomate fres-
co, catorce de las cuales eran tomates con 
podredumbre y seis tomates sanos. Asimis-
mo, se analizaron 70 productos comerciales 
de tomate, de los que 26 eran salsas de to-
mate, 18 muestras de tomate seco, 13 
muestras de ketchup y 13 muestras de con-
servas de tomate (entero, triturado, etc.). 
Todos los productos comerciales 
analizados por HPLC se analizaron también 
mediante la técnica de PCR con cebadores 
específicos de Alternaria spp. previamente 
desarrollada en esta tesis doctoral con el 
marcador genético ITS (Pavón y col., 2011). 
Sin embargo, teniendo en cuenta que en la 
elaboración de productos comerciales como 
salsas, zumos o conservas, las materias 
primas se someten a diferentes tratamientos 
que pueden degradar el ADN, se aumenta-
ron a cincuenta los ciclos de amplificación de 
la técnica de PCR, con el fin de garantizar la 
detección del ADN de Alternaria spp. sin 
comprometer la sensibilidad. La especifici-
dad de la técnica no se vio afectada por el 
aumento de ciclos de amplificación, ya que 
no se produjo amplificación a partir del ADN 
de otras especies fúngicas, levaduras, bacte-
rias, animales y plantas (no se muestran los 
resultados). 
El análisis por PCR convencional con 
los cebadores Dir1ITSAlt e Inv1ITSAlt puso 
de manifiesto la presencia de ADN de Alter-
naria spp. en 41 de las 90 muestras analiza-
das (45,6 %), mientras que la detección por 
HPLC de al menos una de las micotoxinas 
analizadas se observó en 31 de las 90 
muestras (34,4 %) (Tabla 2, pág. 98). Ningu-
na de las seis muestras de tomates sanos 
contenía ADN de Alternaria spp. ni micotoxi-
nas producidas por este género. Sin embar-
go, en las 14 muestras de tomates alterados 
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se amplificó ADN de Alternaria spp., y en 11 
de ellas se detectó la presencia de al menos 
una de las micotoxinas analizadas (78,6 %), 
con concentraciones máximas de ALT, AOH 
y AME de 11 720, 73 490 y 140 µg/kg, res-
pectivamente. Los recuentos fúngicos obte-
nidos mediante la siembra de diluciones de 
las muestras en placas de Sabouraud-CAF 
fueron de 102 - 103 UFC/g en las muestras 
de tomate alterado, mientras que no se ob-
servó crecimiento fúngico en las muestras de 
tomate sano. Las concentraciones máximas 
de ALT y AOH detectadas son más elevadas 
que las descritas por Stinson y col. (1981), 
los cuales detectaron concentraciones 
máximas de ALT y AOH de 1100 y 
5300 µg/kg, respectivamente. 
Por otra parte, en 27 de las 70 mues-
tras de productos procesados (38,6 %) se 
produjo amplificación del ADN de Alternaria 
spp. (Tabla 2, pág. 98). En 12 de las 18 
muestras de tomate desecado (66,7 %) se 
amplificó ADN de Alternaria spp. y se detec-
tó al menos una de las micotoxinas analiza-
das, determinándose niveles máximos de 
ALT, AOH y AME de 1010, 980 y 118 µg/kg, 
respectivamente. Por el contrario, solo 2 de 
las 13 muestras de tomate enlatado (20,5 %) 
contenían ADN de Alternaria spp. y la única 
micotoxina detectada fue ALT con una con-
centración máxima de 870 µg/kg. Además, 6 
de las 13 muestras de ketchup (46,2 %) con-
tenían ADN de Alternaria spp., y en 4 de 
ellas se detectó la presencia de ALT y AOH, 
determinándose niveles máximos de 21 320 
y 680 µg/kg, respectivamente. Por último, 7 
de las 26 muestras de salsa de tomate 
(26,9 %) fueron positivas por PCR, y en 2 de 
ellas se detectó ALT con una concentración 
máxima de 22 820 µg/kg. Además, conviene 
resaltar que en ninguna de las muestras con 
resultado negativo en la técnica de PCR 
para la presencia de ADN de Alternaria spp. 
se detectaron las micotoxinas analizadas. 
Las concentraciones de AOH detectadas en 
los productos procesados son menores que 
las descritas por Terminiello y col. (2006), los 
cuales detectaron en muestras de tomate 
triturado concentraciones de AOH entre 187 
y 8756 µg/kg. Además, Stinson y col. (1981) 
y Terminiello y col. (2006) detectaron con-
centraciones superiores de AME con niveles 
máximos de 800 y 1734 µg/kg, respectiva-
mente. Sin embargo, da Motta y Soares 
(2001) no detectaron la presencia de AOH y 
AME en las muestras de productos comer-
ciales de tomate que analizaron. 
La identidad de cada una de las mi-
cotoxinas detectadas en las muestras anali-
zadas se confirmó mediante espectrometría 
de masas de trampa de iones. Los perfiles 
de fragmentación del ALT, AOH y AME ob-
tenidos a partir de las muestras de tomate y 
derivados (Figura 1, pág. 99) coinciden con 
los obtenidos a partir de los estándares (Fi-
gura 2, pág. 100). 
Los resultados obtenidos ponen de 
manifiesto que un elevado número de mues-
tras de tomate desecado están contamina-
das con ADN de Alternaria spp. y sus mico-
toxinas. Este hecho probablemente está 
relacionado con que durante las primeras 
etapas de secado de los tomates las condi-
ciones ambientales son favorables para el 
crecimiento fúngico y la producción de mico-
toxinas. Los recuentos fúngicos obtenidos a 
partir de las muestras de tomate desecado 
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que contenían ADN de Alternaria spp. fueron 
de 10 - 102 UFC/g. Sin embargo, en el resto 
de muestras de productos procesados no se 
detectaron mohos viables. En consecuencia, 
la detección de ADN Alternaria spp. y sus 
micotoxinas en productos transformados, 
como tomate enlatado, ketchup y salsas de 
tomate, puede deberse a la utilización de 
materias primas con alteraciones fúngicas. 
Conviene señalar que en todas las 
muestras de productos comerciales de las 
que no se obtuvo amplificación con la pareja 
de cebadores específicos de Alternaria spp., 
sí se amplificó correctamente el ADN con los 
cebadores 18SFwEu/18SRvEu, empleados 
como control positivo de amplificación, lo 
que demuestra que los resultados negativos 
con los cebadores específicos no se deben a 
la presencia de inhibidores o a la degrada-
ción del ADN, sino a la ausencia de ADN de 
Alternaria spp. 
La correlación existente entre la de-
tección de ADN de Alternaria spp. y la pre-
sencia de ALT, AOH o AME en las muestras 
de tomate fresco y procesado es significati-
va, puesto que 31 de las 41 muestras positi-
vas por PCR (75,6 %) contenían al menos 
una de las micotoxinas producidas por Alter-
naria spp. Este es el primer estudio que de-
muestra la correlación entre la detección de 
ADN de Alternaria spp. y la presencia de 
micotoxinas de este género. Sin embargo, 
otros investigadores han detectado una co-
rrelación positiva entre la detección de ADN 
de Fusarium culmorum y la presencia de 
nivalenol en muestras de cereales (Pasquali 
y col., 2010), entre la concentración de ADN 
de F. graminearum y el contenido de deoxi-
nivalenol en muestras de cebada y malta 
(Sarlin y col., 2006) y entre la concentración 
de ADN de F. graminearum y el contenido de 
zearalenona presente en muestras de maíz 
(Atoui y col., 2012). 
La ausencia de ALT, AOH o AME en 
algunas muestras positivas por PCR, podría 
indicar la presencia en las mismas de espe-
cies de Alternaria no productoras de esas 
micotoxinas, como son las pertenecientes al 
grupo de A. infectoria (Andersen y col., 
2009). Además, algunas especies pertene-
cientes al grupo de A. alternata, como A. 
longipes, no siempre producen estas mico-
toxinas, ya que la síntesis está determinada 
por las condiciones ambientales en que se 
desarrolla el moho (Andersen y col., 2001). 
Para confirmar esta hipótesis, las 10 mues-
tras positivas por PCR y negativas en el aná-
lisis de micotoxinas, se amplificaron y se-
cuenciaron con los cebadores Dir1ITSAlt e 
Inv1ITSAlt. Las secuencias obtenidas se 
registraron en la base de datos Gen-
bank/EMBL con los siguientes números de 
acceso: salsa de tomate TA046 (FR863589), 
salsa de tomate TA047 (FR863590), salsa 
de tomate TA050 (FR863591), salsa de to-
mate TA109 (FR863597), salsa de tomate 
TA110 (FR863598), tomate alterado TA090 
(FR863592), tomate alterado TA092 
(FR863593), tomate alterado TA093 
(FR863594), ketchup TA078 (FR863595) y 
ketchup TA079 (FR863596). Las secuencias 
obtenidas se compararon con las disponibles 
en la base de datos y se determinó la pre-
sencia de ADN de A. infectoria en tres mues-
tras de salsa de tomate (TA050, TA109 y 
TA110) y en las tres muestras de tomate 
alterado (TA090, TA092 y TA093), lo que 
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explica la ausencia de las micotoxinas anali-
zadas en estas muestras. Además, se de-
terminó la presencia de ADN de especies 
pertenecientes al grupo de A. alternata en 
dos muestras de salsa de tomate (TA046 y 
TA047) y en las dos muestras de ketchup 
(TA078 y TA079), aunque no se pudo de-
terminar la especie concreta mediante el 
análisis de las secuencias obtenidas. 
Actualmente, la UE no tiene estable-
cidos límites máximos para ninguna de las 
micotoxinas de Alternaria spp. aisladas en 
alimentos. Sin embargo, teniendo en cuenta 
los datos sobre toxicidad y la creciente pre-
sencia de estas toxinas en alimentos, el Ins-
tituto Federal de Evaluación de Riesgos de 
Alemania (BfR, 2003), el Comité de Científi-
cos Alimentarios de la República Checa 
(CSCF, 2008) y la Autoridad Europea de 
Seguridad Alimentaria (EFSA, 2011), consi-
deran necesario realizar nuevos estudios 
sobre la toxicidad de las micotoxinas produ-
cidas por Alternaria spp. y su presencia en 
alimentos, con el fin de disponer de datos 
objetivos que permitan evaluar la situación 
actual con vistas a establecer límites máxi-
mos permitidos. 
Los resultados obtenidos del análisis 
por HPLC y PCR de muestras de alimentos 
naturalmente contaminadas con micotoxinas 
producidas por Alternaria spp. permiten con-
cluir que la técnica de PCR utilizada podría 
emplearse como marcador de calidad y bio-
seguridad de materias primas y productos 
transformados, indicando la posible presen-
cia de micotoxinas de Alternaria spp. 
IV.4. DESARROLLO DE TÉCNICAS DE 
PCR Y RT-PCR EN TIEMPO REAL PARA 
LA DETECCIÓN DE ALTERNARIA SPP. 
EN PRODUCTOS HORTOFRUTÍCOLAS 
FRESCOS Y PROCESADOS 
En la actualidad, las técnicas de PCR 
convencionales que se desarrollan en varios 
pasos, desde la amplificación del material 
genético hasta el análisis de los productos 
finales, están evolucionando hacia procedi-
mientos más rápidos y automatizados en un 
solo tubo. Estas técnicas se basan en el uso 
de equipos de PCR con detección espectro-
fluorimétrica con los que es posible realizar 
un seguimiento en tiempo real del proceso 
de amplificación del ADN. En los sistemas 
de PCR en tiempo real, un programa infor-
mático va registrando el incremento de fluo-
rescencia, que es proporcional al aumento 
de ADN en cada ciclo, y esta información se 
refleja gráficamente en rectas de cinética de 
la reacción o rectas de amplificación. Para 
cada muestra, el programa informático calcu-
la el número de ciclo en el que el lector em-
pieza a detectar un incremento de fluores-
cencia significativo con respecto a la señal 
base. El ciclo en el que empieza a detectar 
el aumento de fluorescencia se denomina 
ciclo umbral (Ct, Threshold Cycle) o punto de 
corte (Cp, Crossing Point) y es inversamente 
proporcional a la concentración inicial de 
ADN diana presente en la muestra. Así, 
cuanto mayor sea el número inicial de copias 
del ácido nucleico diana, antes se detectará 
un incremento en la fluorescencia como con-
secuencia del acúmulo de productos de 
PCR. Una de las principales ventajas de esta 
metodología es que proporciona un resulta-
do numérico en tiempo real que permite la 
cuantificación de las especies de interés y el 
tratamiento estadístico de los datos obteni-
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dos (Wilhelm y Pingoud, 2003; Russell y 
Paterson, 2006). 
Como último objetivo de esta tesis 
doctoral se planteó el desarrollo de técnicas 
de PCR y RT-PCR en tiempo real para la 
detección y cuantificación de Alternaria spp. 
en productos hortofrutícolas frescos y proce-
sados. Los procedimientos de PCR en tiem-
po real se llevaron a cabo en la plataforma 
de detección LightCycler 2.0 de Roche Diag-
nostics (Mannheim, Alemania). Este equipo 
permite utilizar tubos capilares de 20 y 
100 µL, lo que posibilita el trabajo con distin-
tos volúmenes de reacción. Además, dispo-
ne de seis canales de detección a longitudes 
de onda de 530, 560, 610, 640, 670 y 
710 nm, que le permiten trabajar con distin-
tos tipos de moléculas fluorescentes.  
La detección de los productos ampli-
ficados mediante PCR en tiempo real se 
realizó mediante el empleo de sondas espe-
cíficas TaqMan®. Las sondas TaqMan® son 
oligonucleótidos marcados con fluorocromos 
en los dos extremos, que son capaces de 
hibridar en regiones internas y específicas 
de la secuencia del ADN diana, evitando 
falsos positivos si se generan productos de 
PCR inespecíficos o dímeros de cebadores. 
El fluorocromo situado en el extremo 5´ se 
llama donador (reporter) y el del extremo 3´ 
recibe el nombre de aceptor (quencher). 
Cuando la sonda (que se incluye en la reac-
ción de PCR conjuntamente con los cebado-
res) está íntegra, la proximidad del donador 
y del aceptor provoca un fenómeno denomi-
nado FRET (transferencia de energía de 
resonancia de Förster o transferencia de 
energía de resonancia fluorescente), que se 
traduce en la anulación de la fluorescencia 
de la sonda. En el curso de la reacción de 
PCR, la sonda se une a su secuencia diana 
cuando se encuentra presente en la reac-
ción. Durante la extensión de la cadena de 
ADN, la actividad 5´ exonucleasa de la en-
zima Taq polimerasa provoca la liberación 
del donador del extremo 5´ de la sonda, que 
al separarse del aceptor comienza a emitir 
fluorescencia. La acumulación de los produc-
tos de PCR se detecta monitorizando el au-
mento de fluorescencia por la liberación del 
donador (Livak y col., 1995). 
Técnica de PCR en tiempo real 
Para desarrollar este objetivo del tra-
bajo se emplearon los cebadores específicos 
de Alternaria spp., Dir1ITSAlt/Inv1ITSAlt, 
diseñados previamente (Pavón y col., 2011). 
El diseño de la sonda TaqMan® se llevó a 
cabo mediante el análisis y comparación de 
las secuencias del ITS de las especies de 
Alternaria disponibles. El estudio del alinea-
miento permitió diseñar la sonda TaqMan® 
AltTM en la región delimitada por los ceba-
dores específicos. Por otra parte, como con-
trol positivo de amplificación se utilizaron los 
cebadores conservados 18SFwEu/18SRvEu 
y la sonda TaqMan® 18STM diseñados por 
Martín y col. (2009) a partir de secuencias de 
organismos eucariotas del gen 18S ARNr. 
La especificidad del sistema de PCR 
en tiempo real desarrollado se evaluó me-
diante el análisis de ADN procedente de 23 
cepas de Alternaria, así como de diversas 
especies fúngicas pertenecientes a otros 
géneros, levaduras, bacterias, animales y 
plantas. El sistema específico de cebadores 
y sonda produjo una señal de amplificación a 
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partir del ADN de todas las especies de Al-
ternaria analizadas. En el resto de organis-
mos diferentes al género Alternaria no se 
observó señal de amplificación después de 
45 ciclos (Tabla 1, pág. 107). Como ya se ha 
señalado, los métodos que emplean sondas 
TaqMan® requieren la unión específica de la 
sonda fluorescente a la secuencia diana 
delimitada por los cebadores específicos, no 
siendo necesario llevar a cabo análisis pos-
teriores (curvas de desnaturalización térmi-
ca) como ocurre al utilizar intercaladores 
inespecíficos como la molécula SYBR® Gre-
en (Wilhelm y Pingoud, 2003; Russell y Pa-
terson, 2006). Por otra parte, con el empleo 
del sistema de control positivo de amplifica-
ción (cebadores y sonda de eucariotas del 
gen 18S ARNr), se obtuvo amplificación a 
partir del ADN de todas las especies eucario-
tas analizadas (Tabla 1, pág. 107). El méto-
do de PCR en tiempo real desarrollado de-
tecta todas las especies del género Alterna-
ria, a diferencia del trabajo desarrollado por 
Guillemette y col. (2004), en el que solo se 
detectaba A. brassicae, o el de Andersen y 
col. (2006), que tenía por objetivo la detec-
ción de las especies de Alternaria patógenas 
de las manzanas, que son productoras de 
AM toxinas.  
Tras determinar la especificidad de la 
técnica, se procedió a evaluar la eficiencia y 
el límite de detección de la misma. Para ello 
se construyeron rectas de calibración a partir 
de diluciones decimales de un cultivo de A. 
alternata viable y sometido a un tratamiento 
térmico de 90 ºC durante 5 min. Los recuen-
tos de A. alternata obtenidos antes del tra-
tamiento fueron de 1 x 106 a 
1 x 10-1 UFC/mL, con concentraciones teóri-
cas de ADN de A. alternata de 3 x 103 a 
3 x 10-4 ng por reacción. Las concentracio-
nes de ADN se estimaron a partir de la me-
dida del ADN presente en las dos primeras 
diluciones de cultivo (1 x 106 y 
1 x 105 UFC/mL). 
Las rectas de calibración obtenidas 
empleando las diluciones de cultivo de A. 
alternata mostraron una relación lineal entre 
el logaritmo de los recuentos de A. alternata 
y los valores de Cp (R2 = 0,9921 (Figura 1A, 
pág. 107) y 0,9901 (Figura 1B, pág. 107) 
para las rectas construidas a partir de las 
diluciones del cultivo viable e inactivado por 
calor, respectivamente). Dicha linealidad se 
observó para el intervalo comprendido entre 
1 y 1 x 106 UFC/mL, equivalente a concen-
traciones de ADN de 3 x 10-3 a 3 x 103 ng 
por reacción. Por tanto, la sensibilidad de la 
técnica fue de 1 UFC/mL (3 pg de ADN por 
reacción), que se corresponde con la mínima 
cantidad de ADN detectada.  
Las técnicas de PCR en tiempo real 
descritas en la bibliografía para detectar y 
cuantificar especies de Alternaria en mues-
tras de manzana (Andersen y col., 2006) y 
A. brassicae en crucíferas (Guillemette y 
col., 2004), tienen límites de detección simi-
lares a los conseguidos en este trabajo. Por 
otra parte, el método de PCR en tiempo real 
desarrollado representa una gran ventaja en 
términos de rapidez de análisis y sensibilidad 
respecto a los métodos de PCR convencio-
nal previamente desarrollados en esta tesis 
doctoral (Pavón y col., 2010, 2011), en los 
que el límite de detección fue de 
102 UFC/mL, dos órdenes de magnitud supe-
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rior al obtenido con la técnica de PCR en 
tiempo real. 
La eficiencia de la técnica de PCR en 
tiempo real, que indica la capacidad de la 
reacción para duplicar el número de copias 
de las cadenas de ADN en cada ciclo, se 
calculó a partir de las pendientes de las rec-
tas de calibración obtenidas al representar 
los valores de Cp frente al logaritmo de los 
recuentos de A. alternata en Sabouraud-CAF 
de acuerdo con la siguiente fórmula: 
  E = [10(-1/pendiente) -1] * 100 
La pendiente de las rectas fue de 
-3,47 para el cultivo viable (Figura 1A, pág. 
107) y -3,49 para el cultivo inactivado por 
calor (Figura 1B, pág. 107), que correspon-
den a eficiencias de 94 y 93,6 %, respecti-
vamente. Las eficiencias de reacción ópti-
mas para un ensayo de PCR en tiempo real 
deben estar comprendidas entre el 90 % y 
105 %. Eficiencias por debajo del 90 % pue-
den deberse a un mal diseño de cebadores o 
a condiciones de reacción subóptimas. Por 
el contrario, eficiencias mayores del 100 % 
pueden indicar errores de pipeteo o presen-
cia de contaminaciones (Dorak, 2006).  
La precisión o el grado de dispersión 
de los resultados del análisis en torno a un 
porcentaje de concentración, indica el error 
aleatorio del método. Cuando el método se 
lleva a cabo manteniendo siempre las mis-
mas condiciones, la precisión atribuida al 
mismo se conoce como repetibilidad. La 
precisión del ensayo se evaluó comparando 
los coeficientes de variación (CV) de los va-
lores obtenidos para un mismo recuento de 
A. alternata en tres días diferentes con los 
valores obtenidos en el mismo día. De esta 
forma se evalúa la influencia del día del aná-
lisis en los resultados. Las diferencias entre 
los coeficientes de variación de los valores 
obtenidos al realizar el ensayo en tres días 
diferentes y los valores obtenidos en el mis-
mo día fueron menores de 1 %, tanto en el 
cultivo viable como en el inactivado por ca-
lor. 
Con el fin de evaluar si la técnica de 
PCR en tiempo real desarrollada podría utili-
zarse para la detección y cuantificación de 
ADN de Alternaria spp. en muestras de ali-
mentos, era necesario validar el método en 
matrices alimentarias. Esta validación podría 
facilitar la incorporación de la técnica a los 
programas de autocontrol (sistemas APPCC) 
en la industria alimentaria. Los alimentos 
pueden contener componentes que inhiban 
la reacción de PCR en tiempo real, por lo 
que es importante determinar si la eficiencia 
del método de PCR en tiempo real desarro-
llado permanece en los valores recomenda-
dos y la capacidad de cuantificación es pre-
cisa cuando se analizan. 
La influencia de una matriz alimenta-
ria en la capacidad del método para detectar 
Alternaria spp. se evaluó mediante el análisis 
de muestras de pulpa de tomate inoculadas 
con diluciones decimales de un cultivo de A. 
alternata viable y el mismo cultivo sometido 
a un tratamiento térmico de 90 ºC durante 5 
min. Las rectas de calibración obtenidas 
mostraron una buena linealidad entre el lo-
garitmo de los recuentos de A. alternata y los 
valores de Cp en el intervalo de 1 - 
105 UFC/mL, con valores de R2 de 0,993 
(Figura 2A, pág. 108) y 0,9927 (Figura 2B, 
pág. 108), para las muestras de pulpa de 
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tomate inoculadas con diluciones del cultivo 
viable e inactivado por calor, respectivamen-
te. Además, los coeficientes de variación de 
los valores de Cp obtenidos al realizar el 
ensayo en tres días diferentes y los valores 
obtenidos en el mismo día fueron menores 
de 0,85 %, tanto en pulpa de tomate inocu-
lada con el cultivo viable como con el inacti-
vado por calor.  
La reproducibilidad del método se de-
terminó mediante el análisis de la varianza 
(ANOVA) de los valores de Cp obtenidos en 
ambas rectas de calibración para cada una 
de las concentraciones de Alternaria. Los 
parámetros estadísticos se evaluaron con el 
programa informático STATGRAPHICS Cen-
turion 15.2.14 (XV). No se encontraron dife-
rencias significativas (P < 0,0001) entre los 
valores de cuantificación obtenidos con am-
bas rectas y los coeficientes de variación 
observados fueron muy bajos. Teniendo en 
cuenta los resultados anteriores, se elaboró 
una nueva recta de calibrado a partir de los 
valores de Cp obtenidos al analizar las mues-
tras de pulpa de tomate inoculadas con el 
cultivo viable e inactivado (Figura 2C, pág. 
108). La linealidad (R2 = 0,987) y la eficien-
cia (90 %) de la nueva recta se encuentran 
también dentro de los valores óptimos de 
cuantificación. 
Una vez demostrada la capacidad del 
sistema de PCR en tiempo real para el análi-
sis cuantitativo de muestras de pulpa de 
tomate contaminadas experimentalmente, se 
comprobó su aplicabilidad para la detección 
y cuantificación de Alternaria spp. en diver-
sos productos comerciales, entre los que se 
incluían 80 muestras de productos hortofrutí-
colas frescos y 110 muestras de productos 
transformados (Tabla 2, pág. 109). Conviene 
señalar que 44 de las muestras de frutas y 
hortalizas frescas presentaban un crecimien-
to fúngico evidente. El análisis con el siste-
ma de cebadores y sonda diseñado demos-
tró la presencia de ADN de Alternaria spp. 
en 46 de las 80 muestras analizadas (57,5 
%). La presencia de colonias de Alternaria 
spp. en las muestras analizadas se determi-
nó mediante la siembra en PCA, ya que la 
esporulación en este medio de cultivo es 
adecuada y facilita la identificación. Al anali-
zar las características morfológicas y fisioló-
gicas de los hongos que se desarrollaron en 
PCA, se observó el crecimiento predominan-
te de especies de Alternaria, aunque tam-
bién se desarrollaron especies pertenecien-
tes a los géneros Rhizopus, Penicillium, Fu-
sarium y Cladosporium. Estos géneros fún-
gicos se han aislado con frecuencia de 
muestras de tomate, fresa, zanahoria y man-
zana (Ellis y Ellis, 1997; Andersen y Frisvad, 
2004). Por otra parte, los recuentos de Alter-
naria spp. presentes en una muestra pro-
blema se calcularon interpolando los valores 
de Cp obtenidos de la muestra, en la recta de 
calibración generada a partir de las muestras 
de pulpa de tomate inoculadas tanto con el 
cultivo viable como con el inactivado por 
calor. Ninguno de los productos hortofrutíco-
las sanos mostró crecimiento de Alternaria 
spp., con la excepción de una muestra de 
fresa, cuyo recuento de Alternaria spp. fue 
de 10 UFC/g. Sin embargo, se determinó la 
presencia de ADN de Alternaria spp. en 3 
muestras de zanahoria sana y en la muestra 
de fresa con crecimiento fúngico, aunque los 
recuentos eran bajos (2 - 15 UFC/g). Por el 
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contrario, se observó una elevada incidencia 
de Alternaria spp. en las muestras alteradas, 
detectándose ADN de Alternaria spp. en el 
95,5 % de las muestras analizadas, con va-
lores de Cp comprendidos entre 15,72 y 
32,05. Además, las muestras positivas por 
PCR en tiempo real presentaron recuentos 
de Alternaria spp. entre 10 y 6 x 104 UFC/g, 
con la excepción de 3 muestras de zanaho-
ria alterada, en las que los recuentos en 
PCA fueron negativos. Los recuentos de 
Alternaria spp. estimados por PCR en tiempo 
real se compararon con los recuentos obte-
nidos en PCA (Figura 3A, pág. 109), mos-
trando una correlación significativa (R2 = 
0,9006, P < 0,01). Las diferencias existentes 
ente los recuentos obtenidos por ambos mé-
todos pueden deberse a errores experimen-
tales cometidos durante el procesado de las 
muestras o una identificación incorrecta de 
los géneros fúngicos desarrollados en PCA. 
Por otra parte, en 47 de las 90 mues-
tras de tomate procesado (52,2 %) y en 19 
de las 20 muestras de pimiento desecado 
(95 %) se produjo amplificación del ADN de 
Alternaria spp. (Tabla 3, pág. 110). De ma-
nera similar a lo descrito para las muestras 
frescas, se obtuvo una correlación significa-
tiva (R2 = 0,9778, P < 0,01) entre los recuen-
tos de Alternaria spp. estimados y los re-
cuentos obtenidos en PCA (Figura 3B, pág. 
109). Los recuentos fueron altos tanto en las 
muestras de tomate desecado como en las 
de pimiento desecado, probablemente debi-
do a que durante las primeras etapas de 
secado de los tomates y pimientos las condi-
ciones ambientales son favorables para el 
crecimiento fúngico. Por otra parte, los re-
cuentos en PCA de los demás productos de 
tomate transformado fueron negativos, como 
consecuencia de la inactivación fúngica cau-
sada por el tratamiento térmico. Sin embar-
go, 19 de las 52 (36,5 %) muestras contení-
an ADN de Alternaria spp., y en seis de ellas 
los recuentos de Alternaria spp. estimados 
fueron superiores a 1 x 104 UFC/g. Estos 
resultados indican la utilización de tomates 
deteriorados en la elaboración de dichos 
productos transformados, con el consiguien-
te riesgo de presencia en ellos de micotoxi-
nas de Alternaria spp. 
Por último, conviene señalar que en 
todas las muestras de productos comerciales 
de las que no se obtuvo amplificación con el 
sistema específico de Alternaria spp., sí se 
amplificó correctamente el ADN con el sis-
tema de cebadores y sonda empleado como 
control positivo de amplificación (Tablas 2 y 
3, págs. 109 y 110), lo que demuestra que 
los resultados negativos con el sistema es-
pecífico no se deben a la presencia de in-
hibidores o a la degradación del ADN, sino a 
la ausencia de ADN de Alternaria spp. 
La detección de Alternaria spp. en 
productos hortofrutícolas frescos y procesa-
dos es importante desde el punto de vista de 
la seguridad alimentaria, debido a la presen-
cia de micotoxinas en estas matrices alimen-
tarias. Los resultados obtenidos en este tra-
bajo coinciden con los obtenidos por otros 
investigadores, que también han detectado 
la presencia de especies de Alternaria en 
tomates alterados, así como en productos 
comerciales, causando pérdidas económicas 
importantes en las industrias de transforma-
ción de tomate (Terminiello y col., 2006; Os-
try, 2008; Logrieco y col., 2009; Pose y col., 
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2010). Jackson y Al-Taher (2008) determina-
ron la presencia de micotoxinas de Alternaria 
spp. en muestras de manzanas alteradas. La 
presencia de especies de Alternaria, y en 
concreto de A. radicina y A. dauci, también 
se ha detectado en muestras de zanahoria 
(Tylkowska, 1992; Konstantinova y col., 
2002; Solfrizzo y col., 2004). Asimismo, se 
ha demostrado la presencia de Alternaria 
spp. en muestras de pimientos y fresas alte-
radas (Bottalico y Logrieco, 1998). Conviene 
señalar que en muchos de los casos en los 
que se ha determinado la presencia de ADN 
de Alternaria spp. las muestras analizadas 
presentaban crecimiento fúngico visible. El 
consumo directo de frutas y hortalizas con 
podredumbre fúngica visible es improbable. 
Sin embargo, no es infrecuente aislar toxinas 
de Alternaria spp. a partir de alimentos pro-
cesados como salsas de tomate, ketchup, 
tomates desecados, conservas, mermela-
das, vino o zumos de frutas (manzana, toma-
te, uva y naranja) (Barkai-Golan y Paster, 
2008). La detección de cada una de las mi-
cotoxinas producidas por Alternaria spp. en 
estos productos presenta el inconveniente 
de ser cara y laboriosa. Sin embargo, como 
se ha demostrado previamente en esta tesis 
doctoral (Pavón y col., 2012a), existe una 
correlación positiva entre la detección de 
ADN de Alternaria spp. y la presencia de 
micotoxinas producidas por este género en 
productos comerciales. Por este motivo, la 
técnica de PCR en tiempo real desarrollada 
podría utilizarse como marcador indirecto de 
la presencia de micotoxinas en alimentos. 
Los resultados obtenidos ponen de 
manifiesto que la técnica de PCR en tiempo 
real desarrollada es rápida, específica y sen-
sible para la detección y cuantificación de 
Alternaria spp. en frutas y hortalizas frescas 
y procesadas. Si bien sería conveniente vali-
dar la técnica en un mayor número de ali-
mentos, estos resultados parecen indicar 
que sería de gran utilidad para la monitoriza-
ción de Alternaria spp. y sus micotoxinas en 
los sistemas APPCC de la industria alimen-
taria. 
Técnica de RT-PCR en tiempo real 
Las técnicas genéticas desarrolladas 
en los objetivos anteriores de esta tesis doc-
toral están basadas en la detección del ADN 
de Alternaria spp. Teniendo en cuenta que el 
ADN es una molécula relativamente estable, 
su detección no permite la discriminación 
entre células viables y no viables. Esta ca-
racterística supone una ventaja frente a las 
técnicas fenotípicas de detección e identifi-
cación fúngica en productos hortofrutícolas 
transformados, ya que permite detectar la 
utilización de materias primas alteradas aun-
que los mohos ya no se encuentren viables. 
Sin embargo, el análisis del producto final no 
permite establecer acciones preventivas. La 
detección precoz de Alternaria spp. en las 
materias primas vegetales durante las prime-
ras fases de colonización y desarrollo permi-
tiría a las industrias de transformación re-
chazar lotes de materias primas inadecua-
das y aplicar medidas preventivas para evitar 
la formación de micotoxinas. Por este moti-
vo, se desarrolló una técnica de RT-PCR en 
tiempo real, basada en la amplificación del 
ARN ribosómico, para la detección y cuanti-
ficación de Alternaria spp. viables en alimen-
tos. 
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La técnica de RT-PCR en tiempo real 
se realizó en dos etapas, utilizando en la 
primera cebadores de hexámeros aleatorios 
y la transcriptasa inversa para la obtención 
de ADNc a partir del ARN molde. En la se-
gunda etapa, se empleó el sistema de ceba-
dores y sonda descritos en el apartado ante-
rior para la cuantificación del ADNc de Alter-
naria spp. mediante PCR en tiempo real. La 
especificidad del sistema de RT-PCR en 
tiempo real desarrollado se evaluó mediante 
el análisis de ARN procedente de 23 cepas 
de Alternaria, así como de diversas especies 
fúngicas pertenecientes a otros géneros, 
levaduras, bacterias, animales y plantas. El 
sistema específico de cebadores y sonda 
produjo una señal de amplificación a partir 
del ARN de todas las especies de Alternaria 
analizadas. En el resto de de organismos 
diferentes al género Alternaria no se observó 
señal de amplificación después de 45 ciclos 
(Tabla 2, pág. 116). 
Aunque existen diversos trabajos so-
bre la detección de otros mohos toxigénicos 
mediante técnicas de RT-PCR (Scherm y 
col., 2005; López-Errasquín y col., 2007; 
Degola y col., 2009; de Oliveira y col., 2011; 
Vegi y col., 2011), este es el primer trabajo 
de RT-PCR en tiempo real desarrollado para 
la detección de Alternaria spp.  
La eficiencia y el límite de detección 
de la técnica se determinaron mediante el 
análisis de diluciones decimales de cultivos 
viables de A. alternata, A. radicina, A. porri y 
A. infectoria. Las rectas de calibración (Figu-
ra 1, pág. 117) mostraron una relación lineal 
entre el logaritmo de los recuentos de cada 
cultivo y los valores de Cp, obteniéndose 
valores de
 
R2 superiores a 0,99 en todas las 
rectas para el intervalo de 1 a 105 UFC/mL. 
El límite de detección de la técnica fue de 
1 UFC/mL, que se corresponde con la míni-
ma cantidad de ARNr detectada. La sensibi-
lidad obtenida fue mejor que la de los méto-
dos de PCR convencional previamente des-
arrollados en esta tesis doctoral utilizando 
los marcadores genéticos Alt a 1 (Pavón y 
col., 2010) e ITS (Pavón y col., 2011). El 
aumento de la sensibilidad en dos órdenes 
de magnitud respecto a las técnicas de PCR 
convencionales puede explicarse por la pre-
sencia de un número elevado de copias de 
ARN y por la realización de la técnica en 
formato de tiempo real. Conviene señalar 
que con la técnica de RT-PCR en tiempo 
real se obtuvo el mismo límite de detección 
que con la técnica de PCR en tiempo real 
(Pavón y col., 2012b).  
La pendiente de las rectas de cali-
bración fue de -3,51 para el cultivo de A. 
alternata (Figura 1A, pág. 117), -3,5 para A. 
infectoria (Figura 1B, pág. 117), -3,58 para 
A. radicina (Figura 1C, pág. 117) y -3,53 
para A. porri (Figura 1D, pág. 117) que co-
rresponden a eficiencias de 92,7 %, 
93,03 %, 90,4 % y 92,04 %, respectivamen-
te. Por lo tanto, las eficiencias obtenidas se 
encuentran dentro del intervalo óptimo de 
cuantificación (90 - 105 %) (Dorak, 2006). 
Las diferencias entre los coeficientes de va-
riación de los valores obtenidos al realizar el 
ensayo en tres días diferentes y los valores 
obtenidos en el mismo día fueron menores 
de 1 % para todas las diluciones de los culti-
vos de Alternaria. 
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La utilidad del ARNr como indicador 
de viabilidad de Alternaria spp. se estudió 
mediante el análisis de diluciones decimales 
de los cultivos sometidos a un tratamiento 
térmico de 90 ºC durante 5 min. Además, 
para evaluar la estabilidad del ARNr al tra-
tamiento térmico, la extracción del ARN se 
realizó inmediatamente después del trata-
miento, y se repitió después de transcurridas 
6, 24 y 48 h. El límite de detección varió en 
función del tiempo de espera anterior a la 
extracción del ARN, siendo de 103 UFC/mL 
cuando la extracción se realizó inmediata-
mente después del tratamiento térmico, y de 
104 y 105 UFC/mL cuando la extracción se 
realizó transcurridas 6 y 24 h, respectiva-
mente. Cuando la extracción del ARN se 
realizó a las 48 h del tratamiento no fue po-
sible su amplificación en ninguno de los cul-
tivos de Alternaria spp. analizados. Es impor-
tante tener en cuenta que el recuento de 
Alternaria spp. en Sabouraud-CAF fue nega-
tivo después del tratamiento térmico en to-
das las diluciones de cultivo analizadas. Es-
tos resultados indican que las células de 
Alternaria spp. no se encuentran viables 
después del tratamiento térmico, sin embar-
go, algunas mantienen cierta actividad me-
tabólica hasta 24 h después del mismo.  
Tras comprobar la idoneidad del 
marcador genético ITS ARNr como indicador 
de viabilidad de Alternaria spp., se evaluó la 
eficacia del tratamiento térmico empleado en 
la inactivación de Alternaria spp. mediante el 
análisis por citometría de flujo de un cultivo 
de A. alternata viable, del mismo cultivo inac-
tivado a 90 ºC/5 min, así como de una mez-
cla de ambos, tras su tinción con yoduro de 
propidio (Figura 4, pág. 118). Los resultados 
demostraron que un 98,73 % de las células 
de A. alternata estaban viables antes del 
tratamiento. Tras el tratamiento térmico, un 
98,05 % de las células de A. alternata esta-
ban inactivadas, pero un 1,95 % presenta-
ban actividad metabólica, por lo que conte-
nían moléculas de ARN estables que podrí-
an ser amplificadas por la técnica de RT-
PCR en tiempo real desarrollada. Por otra 
parte, la mezcla de cultivo viable e inactivado 
contenía un 50,46 % de las células viables. 
Estos resultados indican que en un cultivo de 
A. alternata con un recuento inicial de 
105 UFC/mL, habría al menos 103 células 
fúngicas cuyo ARN podría ser amplificado 
después del tratamiento térmico, a pesar de 
no obtenerse crecimiento fúngico en Sabou-
raud-CAF. 
La influencia de una matriz alimenta-
ria en la capacidad del método para detectar 
Alternaria spp. se evaluó mediante el análisis 
de muestras de pulpa de tomate inoculadas 
con diluciones decimales de cultivos viables 
de A. alternata, A. radicina, A. porri y A. in-
fectoria y los mismos cultivos sometidos a un 
tratamiento térmico de 90 ºC durante 5 min. 
La recta de calibración obtenida a partir de 
las muestras de pulpa de tomate inoculadas 
con diluciones del cultivo de A. alternata 
viable mostró una buena linealidad 
(R2 = 0,997; Figura 2, pág. 117) y una efi-
ciencia de 92,7 %, que corresponde con una 
pendiente de -3,51. Además, los coeficientes 
de variación de los valores de Cp obtenidos 
fueron menores de 0,34 %. De forma similar 
a lo expuesto para A. alternata, el límite de 
detección de la técnica fue de 1 UFC/mL en 
muestras de pulpa de tomate inoculadas con 
cultivos viables de A. radicina, A. porri y A. 
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infectoria (no se muestran los resultados). El 
análisis de la varianza (ANOVA) de los valo-
res de Cp obtenidos en las rectas de calibra-
ción de los cultivos de Alternaria spp. viables 
y las muestras de pulpa de tomate inocula-
das con estos cultivos, puso de manifiesto 
que no existían diferencias significativas 
(P < 0,0001) entre los valores de cuantifica-
ción obtenidos con las distintas rectas y que 
los coeficientes de variación eran muy bajos. 
Teniendo en cuenta estos resultados, se 
elaboró una nueva recta de calibrado a partir 
de los valores de Cp obtenidos al analizar los 
cuatro cultivos de Alternaria spp. y las mues-
tras de pulpa de tomate inoculadas con di-
chos cultivos (Figura 3, pág. 117). La lineali-
dad (R2 = 0,992) y la eficiencia (92 %) de la 
nueva recta se encuentran también dentro 
de los valores óptimos de cuantificación. Por 
último, cuando se analizaron las muestras de 
pulpa de tomate inoculadas con las dilucio-
nes de los cultivos tratados térmicamente se 
obtuvieron resultados similares a los obteni-
dos al analizar los cultivos inactivados, no 
observándose crecimiento fúngico en Sabou-
raud-CAF. En consecuencia, la técnica de 
RT-PCR en tiempo real podría utilizarse para 
la cuantificación de Alternaria spp. viables en 
alimentos.  
Un problema que puede afectar a los 
protocolos de RT-PCR deriva de la posible 
obtención de falsos positivos debidos a la 
presencia de ADN residual. Para comprobar 
la ausencia de ADN, se incluyó un control 
negativo sin transcriptasa inversa con cada 
una de las muestras analizadas, no obte-
niéndose señal de amplificación ni en las 
diluciones de los cultivos de Alternaria spp. 
ni en las muestras de pulpa de tomate inocu-
ladas con estos cultivos.  
La aplicabilidad del sistema de RT-
PCR en tiempo real para la detección y 
cuantificación de Alternaria spp. viables se 
determinó mediante el análisis de 110 mues-
tras de productos hortofrutícolas frescos y 
procesados, entre las que se incluían 60 
muestras de productos hortofrutícolas fres-
cos y 50 muestras de productos transforma-
dos (Tabla 3, pág. 119). Treinta de las mues-
tras de frutas y hortalizas frescas presenta-
ban un crecimiento fúngico evidente. El aná-
lisis con la técnica de RT-PCR en tiempo 
real demostró la presencia de ARNr de Al-
ternaria spp. en 53 de las 110 muestras ana-
lizadas (48,2 %). La presencia de colonias 
de Alternaria spp. en las muestras analiza-
das se determinó mediante la siembra en 
PCA. Al analizar las características morfoló-
gicas y fisiológicas de los hongos que se 
desarrollaron en PCA, se observó el creci-
miento predominante de especies de Alter-
naria, aunque también se desarrollaron es-
pecies pertenecientes a los géneros Rhizo-
pus, Penicillium, Fusarium y Cladosporium. 
La presencia de colonias de Rhizopus y Pe-
nicillium se determinó con mayor frecuencia 
en las muestras de tomate y pimiento dese-
cado que en las muestras de zanahoria, to-
mate y fresa y no se detectaron en las mues-
tras de manzana. Las colonias de Fusarium 
se aislaron únicamente a partir de las mues-
tras de tomate y manzana. Finalmente, las 
colonias de Cladosporium se aislaron de 
muestras de fresa, manzana y tomate. Por 
otra parte, los recuentos de Alternaria spp. 
presentes en una muestra problema se cal-
cularon interpolando en la recta de calibra-
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ción los valores de Cp obtenidos de la mues-
tra (Figura 3, pág. 117). Ninguno de los pro-
ductos hortofrutícolas sanos presentó creci-
miento de Alternaria spp., con la excepción 
de una muestra de fresa, cuyo recuento de 
Alternaria spp. fue de 10 UFC/g. Además, 
fue la única muestra en la que se detectó la 
presencia de ARNr de Alternaria spp., con 
un valor de Cp de 30,18, correspondiente con 
6 UFC/g. Por el contrario, se observó una 
elevada incidencia de Alternaria spp. en las 
muestras alteradas, detectándose ARNr de 
este género en 25 de las 30 muestras anali-
zadas (83,3 %), con valores de Cp compren-
didos entre 17,88 y 30,64. Además, las 
muestras positivas por RT-PCR en tiempo 
real presentaron recuentos de Alternaria spp. 
entre 10 y 2 x 104 UFC/g. Por último, en las 
muestras donde no se observó crecimiento 
de Alternaria spp. no se obtuvo señal de 
amplificación. 
Por otra parte, en 9 de las 20 mues-
tras de tomate desecado (45 %) y en 18 de 
las 20 muestras de pimiento desecado 
(90 %) se produjo amplificación del ARNr de 
Alternaria spp. (Tabla 3, pág. 119). Los re-
cuentos obtenidos fueron elevados tanto en 
las muestras de tomate desecado como en 
las de pimiento desecado. Sin embargo, no 
se detectó crecimiento de Alternaria spp. en 
PCA ni amplificación de ARN en los demás 
productos transformados de tomate, ya que 
los tratamientos térmicos a los que se some-
ten dichos productos impiden la viabilidad de 
Alternaria spp. Conviene señalar que en 
ninguna de las muestras se obtuvo amplifi-
cación de ADN a partir del control negativo 
sin transcriptasa inversa, lo que demuestra 
que los resultados positivos no se deben a la 
presencia de ADN residual de Alternaria spp. 
en las muestras. 
Los recuentos de Alternaria spp. es-
timados por RT-PCR en tiempo real se com-
pararon con los recuentos obtenidos en PCA 
(Figura 5, pág. 120), mostrando una correla-
ción significativa (R2 = 0,9881, P < 0,01) 
entre ambos métodos para detectar y cuanti-
ficar la presencia de Alternaria spp. en ali-
mentos.  
Por último, conviene señalar que to-
das las muestras de productos comerciales 
analizadas por RT-PCR en tiempo real fue-
ron previamente analizadas por PCR en 
tiempo real (Tabla 10). Los recuentos obte-
nidos por ambos métodos fueron similares, 
aunque en 5 muestras de tomate desecado, 
una de pimiento desecado, 3 de zanahoria 
sana y 3 de zanahoria alterada, se observó 
amplificación de ADN de Alternaria spp. y no 
fueron positivas por RT-PCR. Sin embargo, 
los recuentos estimados en dichas muestras 
fueron inferiores a 15 UFC/g. Tampoco se 
observó señal de amplificación por RT-PCR 
en las 6 muestras de productos transforma-
dos de tomate que fueron positivas por PCR 
en tiempo real. Este hecho se explica debido 
a la inactivación de Alternaria spp. como 
consecuencia de los tratamientos térmicos. 
Los resultados obtenidos ponen de 
manifiesto que la técnica de RT-PCR en 
tiempo real desarrollada es rápida, específi-
ca y sensible para la detección y cuantifica-
ción de Alternaria spp. viables en frutas y 
hortalizas frescas. Sin embargo, esta técnica 
no sería adecuada para el análisis de pro-
ductos sometidos a un tratamiento térmico, 
ya que el ARN de Alternaria spp. está de-
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gradado en dichos productos. La técnica de 
RT-PCR en tiempo real desarrollada resulta 
adecuada para la detección precoz de for-
mas viables de Alternaria spp. en productos 
hortofrutícolas frescos y permitiría a las in-
dustrias alimentarias establecer medidas 
correctoras que eviten la presencia de mico-
toxinas en los productos trasformados. 
En definitiva en esta tesis doctoral se 
han desarrollado protocolos de PCR y RT-
PCR en tiempo real para detectar y cuantifi-
car Alternaria spp. Estos protocolos se han 
validado en pulpa de tomate, mostrando una 
elevada especificidad y sensibilidad como se 
deduce del límite de detección encontrado 
en ambas técnicas, 1 UFC/mL. Además es-
tos métodos muestran una buena eficiencia 
y eficacia en la detección y cuantificación de 
Alternaria spp. en muestras de alimentos 
tanto inoculadas experimentalmente como 
con contaminación natural. Por todo ello, se 
proponen estos protocolos para la enumera-
ción de Alternaria spp. en materias primas y 
productos procesados, con el fin de evitar la 
producción y comercialización de alimentos 
contaminados con micotoxinas de Alternaria 
spp. 
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Tabla 10. Recuentos de Alternaria spp. estimados por PCR y RT-PCR en tiempo real a partir del 
análisis de productos hortofrutícolas frescos y procesados. Comparación con los recuentos 
de Alternaria spp. obtenidos por métodos convencionales. 
Tipo de muestra 
(Nº muestras) 
Recuentos de 
Alternaria spp. 
estimados RT-PCR (UFC/g) 
Recuentos de 
Alternaria spp. 
estimados PCR (UFC/g) 
Recuentos de 
Alternaria spp. en  
PCA (UFC/g) 
Tomates sanos (10)a - - - 
Tomate alterado TA135 1,2 x 104 3,3 x 104 2 x 104 
Tomate alterado TA136 1,0 x 104 3,5 x 104 2 x 104 
Tomate alterado TA137 1,4 x 103 1,6 x 103 2 x 103 
Tomate alterado TA138 1,1 x 103 2,9 x 103 2 x 103 
Tomate alterado TA139 3,5 x 102 5,9 x 102 6 x 102 
Tomate alterado TA140 3,9 x 102 3,6 x 102 6 x 102 
Tomate alterado TA141 2,3 x 103 1,5 x 104 9 x 103 
Tomate alterado TA142 3,8 x 103 4,2 x 103 5 x 103 
Tomate alterado TA143 1,5 x 102 3,2 x 102 3 x 102 
Tomate alterado TA144 5,1 x 103 9,5 x 103 6 x 103 
Tomate enlatado TA032 - - - 
Tomate enlatado TA035 - 1,5 x 104 - 
Tomate enlatado TA052 - 4 - 
Ketchup TA036 - - - 
Ketchup TA074 - 5,9 x 104 - 
Ketchup TA078 - 1,2 x 104 - 
Salsa de tomate (2)b - - - 
Salsa de tomate TA047 - 8,8 x 104 - 
Salsa de tomate TA109 - 1,1 x 104 - 
Tomate desecado (6)c - - - 
Tomate desecado TA123 2,9 x 103 8,2 x 103 4 x 103 
Tomate desecado TA124 2,3 x 103 9,1 x 103 4 x 103 
Tomate desecado TA125 1,0 x 103 3,3 x 103 2 x 103 
Tomate desecado TA126 1,1 x 103 4,0 x 103 2 x 103 
Tomate desecado TA127 1,6 x 103 6,0 x 103 4 x 103 
Tomate desecado TA128 2,7 x 103 8,2 x 103 6 x 103 
Tomate desecado TA129 - 2 - 
Tomate desecado TA130 - 3 - 
Tomate desecado TA131 - 5 - 
Tomate desecado TA145 40 71 1 x 102 
Tomate desecado TA147 2 4 10 
Tomate desecado TA149 2 9 10 
Tomate desecado TA151 - 4 - 
Tomate desecado TA152 - 3 - 
Pimiento desecado TA153 4 6 10 
Pimiento desecado TA154 4 7 10 
Pimiento desecado TA155 - - - 
Pimiento desecado TA156 26 16 50 
Pimiento desecado TA157 93 1,2 x 103 1 x 103 
Pimiento desecado TA158 51 57 100 
Pimiento desecado TA159 56 82 100 
Pimiento desecado TA160 7,7 x 102 1,5 x 103 1 x 103 
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Tabla 10. (continuación) 
a Tomate sano: TA172, TA173, TA174, TA175, TA176, TA177, TA178, TA179, TA180 y TA181 
b Salsa de tomate: TA043 y TA081 
c Tomate desecado: TA132, TA133, TA134, TA146, TA148 y TA150 
d Zanahoria sana: TA183, TA184, TA185, TA186, TA189, TA191 y TA192 
e Fresa sana: TA193, TA194, TA196 y TA197 
f Manzana sana: TA198, TA199, TA200, TA201 y TA202 
(-) Indica resultados negativos para el recuento de Alternaria spp. 
Tipo de muestra 
(Nº muestras) 
Recuentos de 
Alternaria spp. 
estimados RT-PCR (UFC/g) 
Recuentos de 
Alternaria spp. 
estimados PCR (UFC/g) 
Recuentos de 
Alternaria spp. en 
 PCA (UFC/g) 
Pimiento desecado TA161 61 70 100 
Pimiento desecado TA162 - 3 - 
Pimiento desecado TA163 2,6 x 104 6,2 x 104 5 x 104 
Pimiento desecado TA164 2,1 x 103 3,8 x 103 3 x 103 
Pimiento desecado TA165 1,0 x 102 2,4 x 103 1 x 102 
Pimiento desecado TA166 3,4 x 104 9,1 x 104 6 x 104 
Pimiento desecado TA167 1,4 x 104 2,9 x 104 2 x 104 
Pimiento desecado TA168 2,1 x 104 4,7 x 104 4 x 104 
Pimiento desecado TA169 6,5 x 103 2,3 x 104 1 x 104 
Pimiento desecado TA170 1,8 x 104 4,7 x 104 3 x 104 
Pimiento desecado TA171 4,6 x 102 4,3 x 103 3 x 103 
Pimiento desecado TA172 1,1 x 104 2,9 x 104 2 x 104 
Zanahoria sana (7)d - - - 
Zanahoria sana TA187 - 15 - 
Zanahoria sana TA188 - 2 - 
Zanahoria sana TA190 - 4 - 
Zanahoria alterada TA218 - 5 - 
Zanahoria alterada TA219 3 43 10 
Zanahoria alterada TA220 - 10 - 
Zanahoria alterada TA221 74 2,2 x 102 2 x 102 
Zanahoria alterada TA222 - 4 - 
Fresa sana (4)e - - - 
Fresa sana TA195 4 8 10 
Fresa alterada TA203 2 3 10 
Fresa alterada TA204 1,5 x 102 3,4 x 102 3 x 102 
Fresa alterada TA205 54 2,1 x 102 2 x 102 
Fresa alterada TA206 1,0 x 102 2,1 x 102 2 x 102 
Fresa alterada TA207 1,5 x 102 1,8 x 102 2 x 102 
Fresa alterada TA208 1,3 x 102 1,7 x 102 2 x 102 
Fresa alterada TA209 1,1 x 102 2,4 x 102 2 x 102 
Fresa alterada TA210 98 1,8 x 102 2 x 102 
Fresa alterada TA211 2,2 x 102 3,5 x 102 3 x 102 
Fresa alterada TA212 - - - 
Manzana sana (5)f - - - 
Manzana alterada TA213 1,5 x 102 1,2 x 102 3 x 102 
Manzana alterada TA214 77 1,0 x 102 2 x 102 
Manzana alterada TA215 - - - 
Manzana alterada TA216 59 16 1 x 102 
Manzana alterada TA217 64 37 1 x 102 
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PRIMERA La detección de las especies del género Alternaria se ha efectuado por técni-
cas de PCR convencional con cebadores específicos de género, diseñados en el espacia-
dor interno de la transcripción (ITS) del ARN ribosómico y en el gen nuclear Alt a 1. El lími-
te de detección alcanzado fue de 102 UFC/mL en cultivos viables e inactivados por calor, 
así como en muestras de alimentos frescos y procesados. 
SEGUNDA. La técnica de PCR múltiple con cebadores diseñados en el gen Alt a 1 ha 
permitido la detección del género Alternaria y la diferenciación de los grupos de especies 
de A. alternata, A. porri, A. radicina y A. infectoria. En todos los casos, el límite de detec-
ción fue de aproximadamente 102 UFC/mL. 
TERCERA. La técnica de PCR en tiempo real con sonda TaqMan® y cebadores específi-
cos diseñados en el marcador genético ITS, ha permitido detectar y cuantificar la presencia 
de ADN del género Alternaria en alimentos con un límite de detección de 1 UFC/mL. Esta 
técnica mejoró en dos órdenes de magnitud la sensibilidad de la técnica de PCR conven-
cional, además de proporcionar una mayor rapidez y automatización a los ensayos.   
CUARTA. La técnica de PCR en tiempo real con transcriptasa inversa (RT-PCR en tiempo 
real) desarrollada en el marcador genético ITS del ARNr ha permitido la detección y enu-
meración únicamente de células viables de las especies del género Alternaria en frutas y 
hortalizas frescas, con un límite de detección de 1 UFC/mL. Esta técnica es especialmente 
idónea para la detección de células viables de Alternaria spp. en materias primas, permi-
tiendo a las industrias alimentarias establecer medidas correctoras que eviten la presencia 
de micotoxinas en los productos transformados. 
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QUINTA. La técnica de HPLC con detector de array de diodos ha permitido la detección 
de altenueno, alternariol y alternariol monometil éter en productos comerciales de tomate 
fresco y procesado, con unos límites de detección de 0,34, 3,94 y 0,074 µg/kg, respecti-
vamente. La correlación existente entre la detección de ADN de Alternaria spp. y la pre-
sencia de estas micotoxinas en las muestras analizadas demuestra la utilidad de las técni-
cas de PCR para valorar el riesgo potencial de contaminación de los productos hortofrutí-
colas frescos y procesados con toxinas sintetizadas por especies del género Alternaria. 
SEXTA. La aplicación de las técnicas genéticas y cromatográficas desarrolladas en este 
trabajo al análisis de productos hortofrutícolas frescos y procesados reveló que un alto 
porcentaje de tomates y pimientos desecados (mayor del 70 %) contenían ADN y mico-
toxinas de Alternaria spp, especialmente de alternariol. Asimismo, más de un tercio de los 
productos tratados térmicamente, especialmente de ketchup y otras salsas de tomate, 
contenían ADN y micotoxinas de Alternaria, lo que indica la utilización de materias primas 
enmohecidas para su fabricación. El análisis por HPLC demostró la presencia de altenue-
no, alternariol y/o alternariol monometil éter en el 75,6 % de las muestras que contenían 
ADN de Alternaria spp., pero ninguna de las muestras negativas por PCR contenía las mi-
cotoxinas analizadas. 
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FIRST. Detection of Alternaria species has been achieved using conventional PCR 
techniques with genus-specific primers targeting the internal transcribed spacer (ITS) ribo-
somal RNA and the Alt a 1 nuclear gene. The detection limit was 102 CFU/mL in both vi-
able and heat inactivated cultures, as well as in raw and processed foodstuffs. 
SECOND. The multiplex PCR method developed based on primers targeting the Alt a 1 
gene, allowed the detection of DNA from Alternaria spp. and the identification of A. alter-
nata, A. porri, A. radicina and A. infectoria species-groups. The detection limit was ap-
proximately 102 CFU/mL either in viable or heat inactivated cultures. 
THIRD. The TaqMan® real-time PCR method developed using Alternaria-specific primers 
and probe targeting the Internal Transcribed Spacer (ITS) allows quantitative detection of 
Alternaria spp. DNA in foodstuffs, with a detection limit of 1 CFU/mL. Compared to the 
conventional PCR technique, the assay improved 100-fold the sensitivity, besides provid-
ing greater speed and automation to the trials.    
FOURTH. The real-time reverse-transcriptase PCR method (real-time RT-PCR) targeting 
the ITS rRNA genetic marker, allowed the detection and enumeration of viable Alternaria 
spp. in fruits and vegetables, with a detection limit of 1 CFU/mL. This method facilitates the 
detection of only viable Alternaria spp. in raw materials, allowing the implementation of 
preventive and control strategies by the food industries to avoid the presence of Alternaria 
mycotoxins in processed foodstuffs. 
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FIFTH. HPLC analysis with diode-array detection (DAD) allowed the detection of altenu-
ene, alternariol and alternariol monomethyl either in raw or processed tomato products, 
with detection limits of 0.34, 3.94 and 0.074 µg/kg, respectively. The correlation between 
PCR detection of Alternaria spp. and the presence of these mycotoxins in the analysed 
samples demonstrates the utility of PCR techniques to assess the potential risk of 
contamination of raw and processed foodstuffs with Alternaria spp. mycotoxins. 
SIXTH. The analysis of raw and processed fruit and vegetable products using the genetic 
and chromatographic techniques developed in this work showed that a high percentage 
(over 70 %) of dried tomatoes and peppers contained Alternaria spp DNA and mycotoxins, 
mainly alternariol. Alternaria DNA and mycotoxins were also detected in over one third of 
the heat-treated products, especially in ketchup and tomato sauces. HPLC analysis 
showed the presence of altenuene, alternariol and/or alternariol monomethyl ether in 
75.6 % of samples containing DNA from Alternaria spp. Nevertheless, none of the PCR 
negative samples analyzed contained these mycotoxins. 
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UTILIZACIÓN DE MICROARRAYS DE ADN 
PARA LA IDENTIFICACIÓN DE ESPECIES 
TOXIGÉNCIAS DE ALTERNARIA EN 
ALIMENTOS 
Los resultados obtenidos en esta te-
sis doctoral utilizando técnicas genéticas 
(PCR con cebadores específicos, PCR y RT-
PCR en tiempo real) y cromatográficas 
(HPLC-DAD y HPLC-MS), han permitido 
detectar la presencia de ADN y ARN de Al-
ternaria spp. y sus micotoxinas, en productos 
hortofrutícolas frescos y procesados. Las 
técnicas desarrolladas han demostrado ser 
adecuadas para llevar a cabo la identifica-
ción de células viables y no viables de Alter-
naria spp., así como la diferenciación de los 
principales grupos de especies, demostran-
do su gran utilidad para evaluar el riesgo 
potencial de contaminación de materias pri-
mas y alimentos procesados con toxinas 
sintetizadas por especies del genero Alterna-
ria. Sin embargo, presentan limitaciones 
para identificar específicamente cada una de 
las especies toxigénicas, ya que no todas las 
especies de Alternaria tienen el mismo po-
tencial de producir micotoxinas. Este incon-
veniente se podría resolver mediante el de-
sarrollo de ensayos de PCR múltiple basa-
dos en la detección de genes implicados en 
la síntesis de las micotoxinas de este géne-
ro. Las rutas de biosíntesis, así como los 
genes implicados, se han estudiado e identi-
ficado en el caso de las fumonisinas (Proctor 
y col., 1999; Desjardins y Proctor, 2007), 
tricotecenos (Brown y col., 2001; McCormick 
y col., 2006; Desjardins, 2008), ocratoxina A 
(Karolewiez y Geisen, 2005; O’Callaghan y 
col., 2006), aflatoxinas (Degola y col., 2007; 
Luque y col., 2012), patulina (Luque y col., 
2011; Rodríguez y col., 2011) y zearalenona 
(Stepien y col., 2012). Además, se han iden-
tificado algunos genes implicados en la sín-
tesis de micotoxinas producidas por determi-
nados patotipos de Alternaria, como son las 
AAL toxinas, AS toxina, AF toxina, ACR toxi-
na, ACT toxina, AK toxina y AM toxina (Ta-
naka y Tsuge, 2001; Ruswandi y col., 2005; 
Andersen y col., 2006; Harimoto y col., 2008; 
Li y col., 2009; Miyamoto y col., 2009; Izumi 
y col., 2012). Recientemente se han identifi-
cado las poliquétido sintasas implicadas en 
la síntesis de AOH y AME en A. alternata 
(genes pksJ y pksH) (Saha y col., 2012). Por 
el contrario, aunque se ha determinado la 
síntesis del TeA a partir de acetil Coenzima 
A e isolecucina (Gatenbeck y Sierankiewicz, 
1973), y del ALT a partir del ácido quínico 
(Altemöller y col., 2006), las rutas de biosín-
tesis son muy poco conocidas. Por lo tanto, 
la identificación de especies toxigénicas de 
Alternaria mediante la detección de genes 
implicados en la producción de las principa-
les micotoxinas depende de la identificación 
de dichos marcadores genéticos. 
Los metabolitos secundarios sinteti-
zados por los hongos se clasifican en cuatro 
grupos principales en función de las enzimas 
implicadas en su síntesis: poliquétidos, pép-
tidos no ribosomales, terpenos y alcaloides 
(Keller y col., 2005). En la síntesis del ALT, 
AOH y AME, se piensa que están implicadas 
poliquétido sintasas (Ehrlich y col., 2011; 
Saha y col., 2012). En la síntesis del TeA se 
ha propuesto la implicación de poliquétido 
sintasas y de sintetasas de péptidos no ribo-
somales (Lebrun y col., 1990). Teniendo en 
cuenta que la implicación de las poliquétido 
sintasas es muy común en las rutas de bio-
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síntesis de la mayoría de los metabolitos 
secundarios sintetizados por hongos (Saha y 
col., 2012), se propone continuar el trabajo 
de esta tesis doctoral avanzando en la identi-
ficación de secuencias de los genes que 
codifican las principales poliquétido sintasas 
implicadas en la síntesis de micotoxinas en 
el genoma de Alternaria spp. Para el desa-
rrollo de este objetivo es necesario conocer 
previamente el genoma completo de las es-
pecies de Alternaria objeto de este estudio. 
En la actualidad, se están llevando a cabo 
proyectos de investigación para la secuen-
ciación del genoma de A. brassicicola (nú-
mero de acceso NCBI, PRJNA34523), A. 
alternata (PRJNA32537) y A. arborescens 
(PRJNA78243), sin embargo, son proyectos 
incipientes y todavía no se ha secuenciado 
el genoma completo. Una vez identificados 
los genes implicados en la biosíntesis de las 
micotoxinas de interés se diseñarán cebado-
res y sondas específicos para su detección.  
Los sistemas de PCR en tiempo real 
ofrecen ventajas frente a los métodos con-
vencionales para la cuantificación simultánea 
de diferentes productos de PCR. Esta carac-
terística permitiría la detección mediante 
PCR múltiple de diferentes especies toxi-
géncias de Alternaria empleando sondas de 
hibridación específicas marcadas con fluoró-
foros diferentes. Sin embargo, un factor limi-
tante para el desarrollo de técnicas de PCR 
múltiple en tiempo real es el número de ca-
nales de detección que posee el termocicla-
dor. En este sentido, los equipos disponibles 
actualmente en el mercado presentan de 
cuatro a seis canales de lectura permitiendo 
la detección, como máximo, de seis marca-
dores genéticos en un mismo ensayo. 
Estas limitaciones plantean la nece-
sidad de desarrollar nuevos métodos que 
permitan llevar a cabo de forma sencilla y 
reproducible la detección simultánea de un 
elevado número de especies toxigénicas de 
Alternaria presentes en alimentos.  
Microarrays de ADN 
 En los últimos años, las técnicas de 
biología molecular han experimentado un 
rápido desarrollo, apareciendo nuevos méto-
dos de análisis masivo que permiten analizar 
en un solo experimento miles de moléculas. 
Estos nuevos sistemas de análisis reciben el 
nombre de microarrays o biochips. Los mi-
croarrays (del griego mikro (pequeño) y del 
inglés array (distribución ordenada)) son 
sistemas de análisis que consisten en son-
das de reconocimiento (proteínas, tejidos o 
ADN), unidas a una superficie sólida o ma-
triz. Este sistema se pone en contacto con la 
muestra problema y permite el análisis simul-
táneo de miles de moléculas con una sensi-
bilidad muy elevada y gran fiabilidad. Las 
ventajas de estas técnicas derivan de su 
grado de automatización, miniaturización y 
alta resolución, así como de su gran versati-
lidad y precisión, atributos de gran interés 
para la detección e identificación de mohos 
toxigénicos en los alimentos. Teniendo en 
cuenta estos aspectos, se propone como 
trabajo futuro el desarrollo de microarrays 
para la detección e identificación de distintas 
especies de Alternaria y de los genes impli-
cados en las rutas biosintéticas de las mico-
toxinas de Alternaria spp. presentes en ali-
mentos. 
 El origen de los microarrays se re-
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monta a la miniaturización de las técnicas de 
afinidad que se han venido empleando des-
de hace años como instrumentos analíticos 
en el campo de la biología molecular. Los 
primeros ensayos de afinidad con muestras 
inmovilizadas sobre soportes sólidos se rea-
lizaron en la década de mil novecientos se-
senta, en los que se inmovilizaban antígenos 
o anticuerpos sobre una superficie sólida 
para su detección. El siguiente paso en el 
desarrollo de estos dispositivos se produjo 
una década después, cuando Edwin Sout-
hern empleó filtros de nitrocelulosa como 
soporte para la fijación de moléculas de ADN 
capaces de hibridar con moléculas comple-
mentarias en disolución. La detección de 
estas hibridaciones se realizaba a través de 
un marcador radiactivo mediante revelado 
por autorradiografía. Este tipo de técnica, 
denominada Southern Blot, se extendió des-
pués al campo de la inmovilización de ARN 
(Nothern Blot) y proteínas (Western Blot). La 
puesta a punto de la técnica de Southern 
Blot, dio lugar a la construcción de matrices 
de material biológico inmovilizado sobre su-
perficies porosas como las membranas de 
nitrocelulosa o nylon. Posteriormente se co-
menzó a trabajar con el empleo de superfi-
cies con unos tamaños de poro más reduci-
dos y con soportes sólidos como el vidrio y el 
silicio. Además, gracias al desarrollo de las 
técnicas de miniaturización, se disminuyó el 
tamaño de los puntos de material depositado 
sobre la superficie. De esta forma se consi-
guió una mayor densidad de integración en 
las matrices de material biológico lo cual 
condujo hasta el desarrollo de los microa-
rrays. El primer microarray comercialmente 
disponible fue producido por la empresa Af-
fymetrix en el año 1994, con una capacidad 
de 16 000 sondas. Posteriormente al naci-
miento de la tecnología desarrollada por 
Affymetrix han aparecido nuevas compañías 
y nuevos desarrollos que han permitido al-
canzar un alto grado de diversidad tecnoló-
gica. 
 En la actualidad se distinguen diver-
sos tipos de microarrays clasificados en fun-
ción de criterios diversos como el tipo de 
material inmovilizado o el material de soporte 
utilizado. Según el tipo de material inmovili-
zado, estos dispositivos se clasifican de for-
ma general en: 
o Microarrays de ADN. Este tipo de 
chips tienen inmovilizados en la su-
perficie fragmentos de material gené-
tico que pueden ser cadenas de oli-
gonucleótidos cortos (de unas 25 pb 
aproximadamente) o largos (de entre 
50-70 pb), ADNc (ADN complementa-
rio sintetizado a partir de ARNm), o 
bien productos de PCR. Son los más 
utilizados en el campo de la investi-
gación biotecnológica. 
o Microarrays de proteínas (Protein 
chips). Se trata de un soporte sobre 
el que se fijan distintas proteínas, ge-
neralmente anticuerpos. Estos siste-
mas permiten detectar simultánea-
mente y de forma eficaz los niveles 
de proteínas presentes en muestras 
complejas como suero o cultivos ce-
lulares. Asimismo, permiten la obser-
vación global de actividades bioquí-
micas de miles de proteínas, como 
las interacciones con otros sustratos 
(proteínas, ADN y moléculas peque-
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ñas). La fabricación de este tipo de 
arrays es más compleja y costosa 
que la de los microarrays de ADN, 
debido a la dificultad para fabricar e 
inmovilizar estructuras tridimensiona-
les como son las proteínas, por lo 
que su uso no está tan extendido. 
o Microarrays de tejidos (Tissue chips 
o TMA). Sobre la superficie de estos 
chips lo que se inmovilizan son pe-
queñas muestras de tejido para llevar 
a cabo análisis en paralelo de varias 
muestras o ensayos múltiples sobre 
una misma muestra. Proporcionan un 
nuevo método de alto rendimiento 
para estudiar el perfil molecular, la 
expresión del ARNm o el análisis de 
las alteraciones cromosómicas me-
diante hibridación in situ de múltiples 
muestras de tejido simultáneamente. 
Este tipo de arrays está considerado 
hoy en día una potente herramienta 
para el análisis masivo del perfil mo-
lecular del cáncer. Otras aplicaciones 
importantes de estos chips son el 
análisis toxicológico y la búsqueda de 
agentes patógenos. 
 Por otra parte, en función del soporte 
empleado y el tipo de unión, se pueden dis-
tinguir tres tipos de chips: 
o Chips "glass-based". Son chips en 
los que el material se encuentra co-
valentemente inmovilizado a la super-
ficie sólida que le sirve de soporte y 
que puede ser cristal o cualquier otra 
superficie como silicio, plástico u oro. 
o Chips "gel-based". Son chips en los 
que las interacciones entre el mate-
rial a inmovilizar y el soporte sólido 
de inmovilización no tiene carácter 
covalente. Los soportes más co-
múnmente empleados son pequeñas 
porciones de geles, o membranas po-
rosas de nylon o nitrocelulosa pre-
sentes sobre portaobjetos de cristal.  
o Chips "electronic-based". Son chips 
construidos sobre electrodos en los 
que se llevan a cabo las reacciones. 
A diferencia del resto de arrays, en 
los que la hibridación es un proceso 
pasivo y aleatorio, en el caso de los 
chips microelectrónicos se genera un 
campo eléctrico que dirige activa-
mente la muestra, incrementando su 
concentración sobre las sondas, y 
por tanto, aumentando la efectividad 
del proceso. Además, este sistema 
permite hibridaciones seriadas de 
distintas muestras o bien de una 
muestra sobre diferentes combina-
ciones de sondas. 
 Otros criterios de clasificación de 
microarrays hacen referencia al diseño del 
biochip (personalizado o industrial), la forma 
de fabricación (síntesis in situ de las molécu-
las de interés sobre el propio microarray o 
síntesis por deposición de moléculas sinteti-
zadas previamente), o bien a la utilidad per-
seguida con su utilización (secuenciación, 
expresión génica, hibridación comparativa, 
etc.). 
Las aplicaciones más conocidas de 
los microarrays son en el ámbito de la bio-
medicina, destacando su utilidad en la identi-
ficación de dianas terapéuticas (Mousses y 
col., 2002; Sauter y col., 2003; Wang y col., 
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2004), desarrollo de fármacos (Scherf y col., 
2000; Turton y col., 2001), diagnóstico clíni-
co (Bryant y col., 2004; Doménech-Sánchez 
y Vila, 2004) y farmacogenómica y farmaco-
genética (Cigudosa, 2004). En el campo de 
los alimentos, estas técnicas se han utilizado 
para la detección de organismos modificados 
genéticamente (OMGs) en alimentos proce-
sados (Chen y col., 2006; Hamels y col., 
2009), así como en la identificación de espe-
cies animales y vegetales en alimentos y 
piensos (Peter y col., 2004; Rønning y col., 
2005; Chisholm y col., 2008; Teletchea y 
col., 2008; Prins y col., 2010). Por último, 
estas técnicas se han utilizado en la identifi-
cación de especies toxigénicas pertenecien-
tes a diversos géneros fúngicos frecuente-
mente aislados de alimentos, así como para 
la detección de genes implicados en la sín-
tesis de fumonisinas, aflatoxinas, ocratoxina 
A, patulina y tricotecenos (Kristensen y col., 
2007; Schmidt-Heydt y Geisen, 2007; Lezar 
y Barros, 2010). Sin embargo, las técnicas 
de microarrays desarrolladas en estos estu-
dios no han tenido en cuenta la identificación 
de especies del género Alternaria. 
En este contexto, este trabajo propo-
ne el empleo de microarrays de oligonucleó-
tidos cortos (20-25 pb) para la detección e 
identificación de las principales especies 
micotoxigénicas de Alternaria presentes en 
alimentos. El sistema propuesto consiste en 
una colección de oligonucleótidos inmovili-
zados en un soporte rígido no poroso, desti-
nados a reconocer específicamente determi-
nadas secuencias de ADN diana previamen-
te amplificadas por PCR a partir de la mues-
tra problema.  
 La metodología del trabajo a seguir 
sería la siguiente:  
o Seleccionar marcadores genéticos 
adecuados que sirvan de molde para 
el diseño de las sondas de reconoci-
miento en regiones internas a los co-
rrespondientes productos amplifica-
dos. Para la identificación a nivel de 
especie, se proponen como marcado-
res el espaciador interno de la trans-
cripción (ITS) del ARNr, el espaciador 
intergénico (IGS), el gen Alt a 1 y el 
gen codificador del factor de elonga-
ción 1α (EF-1α), ya que presentan al-
tos niveles de variabilidad entre es-
pecies del mismo género, permitien-
do la identificación de especies muy 
relacionas filogenéticamente, y mos-
trando incluso variabilidad intraespe-
cífica. Para la detección de especies 
capaces de producir micotoxinas, se 
proponen como marcadores los ge-
nes implicados en las rutas biosintéti-
cas de las micotoxinas de Alternaria 
spp. descritos en la bibliografía. Por 
último, para facilitar la interpretación 
de los resultados negativos se utiliza-
rán también controles internos de 
amplificación (gen 18S ARNr).  
o Diseñar y sintetizar sondas de oligo-
nucleótidos. Las sondas cortas (25-
35 pb) internas a cada uno de los 
amplicones seleccionados, deberán 
diseñarse en zonas que contengan 
suficientes diferencias en sus se-
cuencias como para permitir la de-
tección específica de las especies di-
ana. Para el diseño de las sondas, se 
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empleará el software Oligo Design 
(http://www.enme.umd.edu/bioengine
ering), ya que este programa automa-
tiza algunas etapas del proceso que 
mejoran la elección de las sondas.  
o Poner a punto las técnicas de mi-
croarrays de ADN para la detección 
específica de las especies seleccio-
nadas en productos hortofrutícolas 
frescos y procesados. Para ello será 
necesario:  
- Construir los microarrays de oli-
gonucleótidos. Cada chip estará 
formado por las sondas previa-
mente sintetizadas y depositadas 
en spot sobre un soporte de vi-
drio. En este formato cada spot 
representa un gen y está consti-
tuido por un grupo de sondas.  
- Preparar y marcar el ADN diana. 
Empleando el ADN extraído a 
partir de cultivos de las especies 
de Alternaria objeto de estudio se 
pondrán a punto las amplificacio-
nes por PCR de los fragmentos 
genéticos seleccionados.  
- Los amplicones obtenidos se 
marcarán con un fluorocromo pa-
ra su posterior incubación sobre 
el panel de sondas del chip.  
- Hibridación de los microarrays y 
visualización de las reacciones. 
En la hibridación, el material ob-
tenido de las muestras conve-
nientemente tratado y marcado 
se pondrá en contacto con el 
array, produciéndose una reac-
ción de afinidad entre las hebras 
de ADN de las sondas inmovili-
zadas en la superficie del chip y 
sus cadenas complementarias 
presentes en las muestras a in-
vestigar. A continuación, se so-
meterán los arrays a una serie de 
lavados para eliminar hibridacio-
nes inespecíficas entre la mues-
tra y el material inmovilizado o la 
superficie del biochip. Posterior-
mente, se procederá a la medi-
ción de la señal mediante un es-
cáner.  
- Analizar los resultados obtenidos. 
Tras la detección de la señal, se 
analizarán las imágenes obteni-
das para la obtención de los re-
sultados numéricos utilizando 
programas informáticos específi-
cos.  
- Utilizar los ensayos desarrollados 
para analizar productos hortofru-
tícolas frescos y procesados a fin 
de comprobar la aplicabilidad de 
los microarrays para determinar 
la presencia de especies de Al-
ternaria en alimentos. 
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ABC  ATP-binding Cassette  
ADN  Ácido Desoxirribonucleico  
ADNc   Ácido Desoxirribonucleico  
   Complementario 
ADNr  Ácido Desoxirribonucleico  
  Ribosómico 
AFLP  Amplified Fragment Length  
  Polymorphism 
  Polimorfismo en la Longitud de  
  Fragmentos Amplificados 
ALT  Altenuene 
  Altenueno 
AME  Alternariol Monomethyl Ether 
  Alternariol Monometil Éter 
ANOVA  Analysis of Variance 
  Análisis de la Varianza  
AOH  Alternariol 
  Alternariol 
APCI  Atmospheric Pressure Chemical 
  Ionization 
  Ionización Química a Presión  
  Atmosférica 
APPCC  Análisis de Peligros y Puntos de 
Control Crítico  
ARN  Ácido Ribonucleico 
ARNm  Ácido Ribonucleico Mensajero 
ARNr  Ácido Ribonucleico Ribosómico 
ATP  Adenosine triphosphate 
  Adenosín trifosfato  
ATX  Altertoxin 
  Altertoxina 
aw  Water Activity 
  Actividad de Agua  
BfR  Bundesinstitut für Risikobewertung 
   German Federal Institute for Risk  
   Assessment 
   Instituto Federal de Evaluación de 
   Riesgos de Alemania 
BLAST  Basic Local Alignment Search Tool  
bp  base pair 
CAS  Chemical Abstracts Services 
CBS  Centraalbureau voor  
  Schimmelcultures 
cDNA  Complementary Deoxyribonucleic 
  Acid 
CE  Comunidad Europea  
CECT  Coleccion Española de Cultivos Tipo 
CFU  Colony-Forming Unit 
Cp   Crossing point  
  Punto de corte  
CSCF  Scientific Committee on Food of the 
  Czech Republic 
  Comité Científico sobre Alimentos de 
la República Checa 
Ct   Threshold cyle  
  Ciclo umbral 
CV  Coefficient of Variation  
  Coeficiente de Variación 
DAD  Diode Array Detection 
  Detección con Array de Diodos  
DNA  Deoxyribonucleic Acid  
dNTP  Deoxyribonucleotide triphosphate 
  Desoxirribonucleótidos trifosfato 
DRYES  Dichloran Rose bengal Yeast Extract  
  Sucrose Agar 
 Agar Sacarosa-Extracto de levadura- 
 Rosa de bengala-Diclorán  
E  Efficiency 
  Eficiencia 
EDTA  Ethylenediaminetetraacetic Acid  
  Ácido Etilendiaminotetraacético 
EFS  Extracción en Fase Sólida  
EFSA  European Food Safety Authority 
   Autoridad Europea de Seguridad  
   Alimentaria 
EF-1α   Gen codificador del factor de  
   elongación 1α 
EI  Electron Impact 
  Ionización Electrónica 
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ELISA   Enzyme-Linked Immunosorbent  
   Assay  
ELL  Extracción Líquido/Líquido 
EMBL  European Molecular Biology  
  Laboratory  
EMBOSS   European Molecular Biology Open  
  Software Suite  
ESI  Electrospray ionization 
  Ionización por Electrospray 
FAB  Fast Atom Bombardment  
  Bombardeo Atómico Rápido 
FLD  Fluorescence Detection 
  Detección de fluorescencia  
FRET  Fluorescence Resonance Energy 
  Transfer  
  Transferencia de Energía de  
  Resonancia Fluorescente  
GAP  Good Agricultural Practices 
  Buenas Prácticas Agrícolas 
GC  Gas Chromatography 
GMP  Good Manufacturing Practices 
  Buenas Prácticas Industriales 
gpd  gliceraldehide 3-phosphatte  
  dehidrogenase  
  gliceraldehído-3-fosfato  
  deshidrogenasa 
HACCP  Hazard Analysis and Critical Control 
  Points 
HLB  Hydrophilic-Lipophilic Balance 
  Equilibrio Hidrófilo-Lipofílico 
HPLC  High Performance Liquid 
   Chromatography  
  Cromatografía Líquida de Alta  
  Resolución  
HPLC-MS  HPLC con detector de  
  espectrometría de masas 
HPLC-MS/MS HPLC con doble detector de  
  espectrometría de masas      
IgE  Inmunoglobulina E 
IGS  Intergenic Spacer 
  Espaciador Intergénico 
ISO  International Organization for  
  Standardization 
  Organización Internacional para la  
  Estandarización 
ITS  Internal Transcribed Spacer 
  Espaciador Interno de la  
  Transcripción 
IUIS  International Union of Immunological 
  Societies 
  Unión Internacional de Sociedades  
  Inmunológicas 
LC  Liquid Chromatography 
LC-MS/MS  Cromatografía líquida con doble 
detector  de espectrometría de  
   masas 
MALDI  Matrix-Assisted Laser Desorption 
  Ionization  
  Desabsorción/Ionización Láser 
   Asistida por Matriz  
MARM  Ministerio de Medio Ambiente y  
  Medio Rural y Marino 
MEA  Malt Extract Agar 
  Agar Extracto de Malta 
mRNA  Messenger Ribonucleic Acid 
MS  Mass Spectrometry  
  Espectrometría de Masas 
mt SSU  Mitochondrial small subunit 
  Subunidad Mitocondrial Pequeña 
MUCL  Mycothèque de l'Universite  
  Catholique de Louvain 
NCBI   National Centre for Biotechnology 
  Information  
NPRS  Nonribosomal Peptide Synthetase 
  Péptido Sintetasa No Ribosomal 
OMG  Organismo Modificado  
  Genéticamente  
OMS  Organización Mundial de la Salud 
pb  pares de bases  
PBS  Phosphate-Buffered Saline  
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PCA  Potato Carrot Agar 
  Agar Patata Zanahoria 
PCA-c  PCA con Cicloheximida 
PCA-Mn  PCA con Manganeso 
PDA  Potato Dextrose Agar 
  Agar Patata Dextrosa 
PCR  Polymerase Chain Reaction  
  Reacción en Cadena de la  
  Polimerasa 
PCR-RFLP  PCR-Restriction Fragment Length 
  Polymorphism  
  Polimorfismo en la Longitud de los 
  Fragmentos de Restricción de  
  Regiones Amplificadas por PCR 
PFP  Pentafluorophenyl  
  Pentafluorofenilo 
PI  Propidium Iodide 
Pm  Peso Molecular  
RAPD  Random Amplified Polymorphic DNA 
  Polimorfismo del ADN Amplificado  
  con Cebadores Arbitrarios 
rDNA  Ribosomal Deoxyribonucleic Acid 
RNA  Ribonucleic Acid  
RP-HPLC  Cromatografía Líquida de Alta  
  Resolución con columnas de Fase  
  Inversa  
rRNA  Ribosomal Ribonucleic Acid  
rpm  revolutions per minute  
RT-PCR  Reverse transcriptase PCR 
  PCR con transcriptasa inversa  
Sabouraud-CAF Sabouraud-Chloramphenicol 
  Sabouraud-Cloranfenicol 
SBH  Sequencing by Hybridization  
  Secuenciación por Hibridación 
SD  Standard Deviation 
  Desviación Estándard 
SDS  Sodium Dodecyl Sulphate  
  Dodecil Sulfato Sódico  
SEE  Síndrome del Edifício Enfermo 
SIDA  Síndrome de Inmunodeficiencia 
  Adquirida 
TAE  Tris-Acetate-EDTA 
TeA  Tenuazonic Acid 
  Ácido Tenuazónico 
TE  Tris-EDTA 
TEN  Tentoxin 
  Tentoxina 
TLC  Thin layer chromatography 
  Cromatografía en Capa Fina 
UE  Unión Europea 
UFC  Unidad Formadora de Colonias 
UniProt  Universal Protein Resource 
UPLC-MS/MS Cromatografía líquida de ultra  
  resolución con doble detector de 
  espectrometría de masas 
UV  Ultraviolet  
  Ultravioleta 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
